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G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) nehmen eine Schlüsselfunktion bei zahlreichen 
(patho)-physiologischen Prozessen ein und sind daher von herausragender Bedeutung für 
die Forschung und Entwicklung pharmakologischer Wirkstoffe. Jedoch sind sowohl die 
physiologische Funktion als auch endogene Liganden von etwa 100 dieser Rezeptoren bis 
heute nicht bekannt. Das Verständnis der Funktion jedes einzelnen dieser sogenannten 
orphanen Rezeptoren könnte potentiell ganze Forschungsfelder mit neuen therapeutischen 
Optionen für den Menschen eröffnen. Beim GPR133/ADGRD1 handelt es sich um einen 
dieser orphanen Rezeptoren. Über genomweite Assoziationsstudien konnten Varianten des 
GPR133-Gens im Menschen bereits unter anderem mit einer veränderten Herzfrequenz, 
Körpergröße und Knochendichte in Verbindung gebracht werden. Welche exakte Rolle der 
Rezeptor dabei im Menschen oder anderen Organismen spielt, konnte bis heute nicht 
geklärt werden. Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es deshalb, die physiologische 
Bedeutung des GPR133 mit Hilfe eines Knockout-Mausmodells zu charakterisieren. 
Die Verpaarung von heterozygot transgenen Weibchen und Männchen resultierte in 
gesunden Nachkommen ohne makroskopische Auffälligkeiten. Expressionsdaten sowie 
publizierte Assoziationsstudien legten eine Funktion des GPR133 im Herz, in glatter 
Muskulatur und in der Wirbelsäule nahe. Deshalb wurden zunächst diese Organe und 
Gewebe im Mausmodell untersucht. In den Herzen von GPR133-defizienten Mäusen (KO) 
konnten im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen Veränderungen gefunden werden, welche der im 
Menschen vorkommenden dilatativen Kardiomyopathie (DCM) entsprachen. Auch zeigten 
die KO-Mäuse eine deutlich reduzierte kardiovaskuläre Belastungsfähigkeit. Weiterhin 
konnte in KO-Mäusen eine zumindest in der Harnblase verminderte Muskelkontraktilität, in 
den Wirbelkörpern eine niedrigere Knochendichte und im zur Bandscheibe gehörenden 
Nucleus pulposus veränderte Zelleigenschaften identifiziert werden. Welche (patho)-
physiologischen Auswirkungen diese gefundenen Veränderungen für die GPR133-KO-Mäuse 
haben und inwieweit dies auf den Menschen übertragbar ist, konnte nicht abschließend 
geklärt werden. Mit der DCM konnte jedoch eine Verbindung zu einer schwerwiegenden 
Erkrankung beim Menschen hergestellt werden.  
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1. Einleitung 
1.1 Die Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
Etwa 35-50 % aller neu entwickelten Medikamente adressieren G-Protein-gekoppelte 
Rezeptoren (GPCR), welche die größte Familie an Membranproteinen beim Menschen 
darstellt1–5. Die GPCR ermöglichen allen Körperzellen externe Stimuli wie beispielsweise 
Hormone, Neurotransmitter oder sensorische Signale zu empfangen und leiten diese in das 
Zellinnere weiter, wo wiederum über verschiedene Kaskaden eine Zellantwort initiiert wird6. 
In der Regel funktioniert dies nach Aktivierung des Rezeptors über dessen Konformations-
änderung und anschließende Interaktion mit einem heterotrimeren Guanosintriphosphat 
(GTP)-bindenden Protein (G-Protein), indem Guanosindiphosphat (GDP) gegen GTP 
ausgetauscht wird7. Durch die Dissoziation der GTP-gebundenen α-Untereinheit von der βγ-
Untereinheit wird das G-Protein vom Rezeptor entkoppelt. Sowohl die α-Untereinheit als 
auch das βγ-Dimer modulieren je nach Typ und Signalweg verschiedene intrazelluläre sekun-
däre Messenger sowie andere Membranproteine wie z. B. Ionenkanäle8. Es werden vier 
Hauptsignalwege unterschieden, welche in Abbildung 1 schematisch zusammengefasst sind. 
  
 
Abbildung 1: Typische Signalwege der GPCR. (A-B) Nach der Dissoziation der GTP-α-Untereinheit werden 
durch die Gαs-Untereinheit Adenylylzyklasen (AC) aktiviert, während die AC von Gαi-Untereinheiten inhibiert 
werden können. Im Falle der AC-Aktivierung wird Adenosintriphosphat (ATP) in zyklisches Adenosinmonophos-
phat (cAMP) umgewandelt, welches die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Das βγ-Dimer des Gi-Proteins aktiviert 
unter anderem die Öffnung von Kaliumionen (K+)-Kanälen und inhibiert den extrazellulären Calciumionen 
(Ca2+)-Einstrom. (C) Durch die Gαq-Untereinheit wird die Phospholipase C (PLC) aktiviert, welche die Hydrolyse 
des membrangebundenen Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphats (PIP2) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und 
Diacylglycerol (DAG) katalysiert. In der Folge steigt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration und die Proteinkinase C 
(PKC) wird aktiviert. (D) Die Untereinheiten Gα12 und Gα13 begünstigen über den Rho-Guaninnukleotid-Aus-
tauschfaktor (Rho-GEF) die Aktivierung der GTPase RhoA. Die Abbildung wurde erstellt nach8,9. 
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Da GPCR in der Plasmamembran heptahelikal verankert sind, wurde die gesamte Rezeptor-
familie ursprünglich auch als 7-Transmembrandomänen (7TM)-Rezeptoren bezeichnet. 
Teilweise wird der Begriff auch heute noch verwendet10. Die sieben α-Helices sind über 
jeweils drei extrazelluläre und intrazelluläre Schlaufen miteinander verbunden. Extrazellulär 
befindet sich der N-Terminus und intrazellulär der C-Terminus11–13. Derzeit konnten im 
Menschen bereits über 800 Nukleotidsequenzen den GPCR zugeordnet werden. GPCR 
kommen aber nicht nur im Menschen oder allgemein in allen Vertebraten vor, sondern auch 
in Invertebraten wie Insekten (z. B. in der Stechmücke), Pilzen (z. B. in Hefe) sowie 
einzelligen Eukaryonten (z. B. in der Amöbe)14–17. Es konnten sogar GPCR-ähnliche 
Sequenzen in Pflanzen identifiziert werden18. Aufgrund der Größe und Diversität der 
Superfamilie ist die Einteilung in Gruppen nicht trivial und wird kontrovers diskutiert. Das 
GRAFS-Modell unterteilt beispielsweise die GPCR nach phylogenetischen Eigenschaften in 
fünf Gruppen (Glutamat-, Rhodopsin-, Adhäsions-, Frizzled/Taste 2- und Sekretin-GPCR). Im 
Gegensatz zur neun Jahre älteren Klassifikation von Kolakowski, bei welcher GPCR von 
Vertebraten und Invertebraten nach funktionellen Merkmalen in Klassen A bis F eingeteilt 
wurden, bezieht das GRAFS-Modell ausschließlich GPCR von Vertebraten mit ein19,20. 
 
1.2 Bedeutung und Charakterisierung orphaner Rezeptoren 
Die physiologische Relevanz der GPCR ergibt sich aus der Vielseitigkeit der Rezeptorfamilie. 
So nehmen GPCR eine Schlüsselfunktion bei zahlreichen physiologischen Prozessen ein wie 
beispielsweise der Neurotransmission, bei Vorgängen des Sehens, bei Zellproliferation und 
Zellentwicklung, bei der Schmerzempfindung, bei der Homöostase des vaskulären Systems, 
bei der Muskelkontraktion oder bei der Sekretion von Hormonen21. Aufgrund der 
bedeutenden Rolle bei der Signaltransduktion sowie der pharmakologischen Eigenschaften 
sind die meisten von der FDA (Food and Drug Administration) zugelassenen Medikamente 
bzw. pharmakologischen Wirkstoffe gegen GPCR gerichtet22. Im Jahr 2017 waren bereits 475 
Medikamente auf dem Markt, die insgesamt 108 GPCR als Ziel adressieren sowie zusätzlich 
321 Wirkstoffe in der klinischen Phase, die unter anderem mit 66 weiteren GPCR potentiell 
interagieren21. Im Umkehrschluss bedeutet das aber auch, dass viele GPCR für die Therapie 
noch keine Bedeutung erlangt haben. Und das wiederum liegt unter anderem daran, dass für 
einige dieser GPCR noch keine physiologische Funktion beschrieben bzw. kein endogener 
Ligand nachgewiesen werden konnte. Diese Rezeptoren werden auch als orphane GPCR 
(oGPCR) bezeichnet, von denen es etwa noch 100 im menschlichen Genom gibt22,23. Als 
Deorphanisierung wird laut IUPHAR (International Union of Basic & Clinical Pharmacology) 
der Vorgang bezeichnet, bei dem unabhängig voneinander in mindestens zwei Laboren ein 
endogener Ligand einem Rezeptor und dessen physiologischer Funktion zugeordnet und dies 
in renommierten Fachzeitschriften publiziert werden kann24. Anfang der 2000er Jahre gab es 
besonders durch die vollständige Sequenzierung des menschlichen Genoms25 sowie durch 
die Erarbeitung phylogenetischer Studien19 einen großen Aufschwung in der Deorphani-
sierungsforschung von oGPCR26. Von Jahr zu Jahr sind die Zahlen neu entdeckter endogener 
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Liganden aber immer stärker gesunken. Das könnte damit zusammenhängen, dass neben 
einem verminderten Forschungsinteresse der Nachweis von Liganden der übrig gebliebenen 
oGPCR schwieriger ist. Möglicherweise besitzen viele dieser oGPCR aber auch gar keinen 
endogenen Liganden, sondern werden Liganden-unabhängig aktiv oder interagieren bzw. 
modulieren andere Rezeptoren24. Dabei können über das Verständnis für die Funktion jedes 
einzelnen dieser oGPCR potentiell ganze Forschungsfelder mit neuen therapeutischen 
Optionen resultieren, wie bereits geschehen bei der Behandlung von z. B. Morbus Alzheimer, 
Morbus Parkinson, Chorea Huntington, Angststörungen, Schizophrenie, Suchtverhalten, Typ-
2-Diabetes oder in der Tumorforschung22,27–29. Gerade auch in diesem Hinblick haben sich zu 
einer vollständigen Rezeptorcharakterisierung Anfang der 2000er Jahre Tiermodelle als 
Alternative oder Ergänzung zur Ligandensuche durchgesetzt29,30. Mit vorrangig Maus-
modellen war es seitdem möglich, Liganden-unabhängig durch Überexpressionen oder 
Knockouts (KO) von GPCR-Genen in vivo auf die physiologische Proteinfunktion zu schließen. 
Und es kam nicht selten vor, dass erst mithilfe der Rezeptorcharakterisierung ein endogener 
Ligand gefunden werden konnte22. Zwischen 2006 und 2015 konnten mithilfe von 
Mausmodellen insgesamt 18 oGPCR zum Teil mehreren Funktionen zugeordnet werden29. 
Als Meilenstein in der Entwicklung von KO-Mausmodellen zählt mit Sicherheit die 
Entwicklung von Techniken zur homologen Rekombination von modifizierter DNA in 
embryonalen Stammzellen, welche auch heute noch zum Einsatz kommen30,31. Über 
beispielsweise Mikroinjektion kann eine mutierte Stammzelle in die Blastozyste eines 
Mausembryos eingefügt werden. Durch Kreuzung der resultierenden chimären Maus mit 
einer Wildtyp (WT)-Maus und weitere Inzucht kann ein homozygotes Transgen in Mäusen 
erzeugt werden30. Oft ist jedoch ein konstitutiver/permanenter KO oder alle Organe 
betreffender KO nicht erwünscht. Das LoxP/Cre-System ist ein weit verbreitetes Re-
kombinationssystem, bei welchem der KO erst durch die Verpaarung mit einer Cre 
(cyclization recombination)-Rekombinase-produzierenden Maus, einer sogenannten Cre-
Maus, erfolgt32. Wird die Cre-Rekombinase in einer transgenen Maus exprimiert, so findet 
zwischen den das Transgen flankierenden LoxP-Stellen eine homologe Rekombination statt 
(Abbildung 2). Auf diese Weise kann der DNA-Abschnitt bzw. die Zielsequenz zwischen den 
LoxP-Stellen, sofern sie sich beide in gleicher Orientierung befinden, rekombinant entfernt 
und das betreffende Gen inaktiviert bzw. funktionsunfähig gemacht werden30,32. Cre kann 
dabei im gesamten Organismus oder wenn gewünscht spezifisch in einzelnen Organen oder 
Zellen durch die Verwendung spezieller Promotoren33 oder durch die Verwendung von 
Molekülen wie beispielsweise Interferon34 exprimiert werden. Durch diese konditionellen 
KOs können z. B. Rezeptoren mit verschiedenen Funktionen organspezifisch bzw. Rezeptor-
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Abbildung 2: LoxP/Cre-Rekombinationssystem. Schematisch dargestellt ist die homologe Rekombination einer 
Zielsequenz nach Verpaarung zwischen einer transgenen homozygoten LoxP-Maus (A) und einer Cre-
Rekombinase-produzierenden Cre-Maus (B). Durch das Entfernen des Bereiches zwischen beiden LoxP-Stellen 
soll ein funktionsunfähiges Gen resultieren (C). 
 
1.3 Die Familie der Adhäsions-GPCR 
Die Adhäsions-GPCR (aGPCR) bilden mit 33 humanen und 30 murinen Vertretern in der 
GRAFS-Klassifizierung nach den Rhodopsin-GPCR die zweitgrößte Klasse der GPCR13,36–38. 
Innerhalb der älteren Klasseneinteilung gehörten sie noch zusammen mit den Sekretin-GPCR 
(sGPCR) zur Klasse B dieser Proteinfamilie. Phylogenetische Analysen haben gezeigt, dass die 
Klasse der aGPCR vor etwa 1.275 Mio. Jahren aus der cAMP-Rezeptorfamilie hervorgegangen 
ist. Die sGPCR sind hingegen erst zwischen der evolutionären Trennung von Cnidaria 
(Nesseltier) und Nematoda (Fadenwurm) entstanden39. Da das für sGPCR spezifische 
(PL(L/F)G)-Motiv nur in Gruppe 5 der aGPCR in Cnidaria zu finden ist und Splicestellen 
ebenfalls übereinstimmen, gehen Nordström et al. davon aus, dass sich sGPCR aus der 
Gruppe 5 der aGPCR gebildet haben40. Insgesamt gibt es neun aGPCR-Gruppen, wobei zur 
Gruppe 5 nur der GPR133 und der GPR144 gehören. Zuletzt wurde diese Einteilung von 
Hamann et al. in einem Review bestätigt und eine neue Nomenklatur für alle Vertreter der 
aGPCR vorgeschlagen. Sowohl der neue als auch der alte Rezeptorname werden seitdem 
zusammen verwendet. Der GPR133 wird folglich als GPR133/ADGRD1 bezeichnet, wobei 
ADGR für die Familie der Adhäsions-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren steht, der folgende 
Buchstabe auf die Gruppe zurückzuführen ist (D für Gruppe 5) und die Zahl für die 
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1.3.1 Molekularer Aufbau der aGPCR 
Der N-Terminus der aGPCR ist im Vergleich zu den meisten anderen GPCR sehr lang und 
weist eine Vielzahl unterschiedlichster Domänen und Motive wie z. B. Cadherin-, Lectin-, 
Laminin-, Pentraxin-, Immunoglobulin- oder epidermale Wachstumsfaktoren (EGF)-Domänen 
auf41,42. Diese bereits von anderen Proteinen bekannten Domänen sind dafür bekannt, Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen zu vermitteln. Es ist sehr wahrscheinlich, dass sie diese 
adhäsive Funktion auch in aGPCR besitzen. Zumindest leitet sich von diesem Aspekt der 
Familienname ab. Die aGPCR sind jedoch untereinander strukturell sehr divers13. Der als 
einziger Vertreter zur Gruppe 9 der aGPCR zählende VLGR1/ADGRV1 besitzt beispielsweise 
etwa 40 funktionelle Domänen und weißt mit knapp 5.900 Aminosäuren den längsten N-
Terminus aller Membranproteine im Menschen auf43. Im nur etwa 20 Aminosäuren langen 
N-Terminus des GPR123/ADGRA1 wurden hingegen keine Domänen identifiziert44. Auch die 
für aGPCR charakteristische GPCR-Autoproteolyse-induzierende (GAIN)-Domäne wurde, mit 
Ausnahme des GPR123, in allen aGPCR detektiert45. Dabei handelt es sich um ein etwa 200-
300 Aminosäuren großes Proteinmotiv innerhalb des N-Terminus, durch welches die 
Rezeptoren autoproteolytisch direkt nach deren Biosynthese im Lumen des Endoplas-
matischen Retikulums gespalten werden46–48. Im Jahr 2012 gelang es erstmalig die Struktur 
der GAIN-Domäne von zwei aGPCR mittels Röntgenkristallografie zu entschlüsseln 
(Latrophilin 1/ADGRL1 und BAI 3/ADGRB3)46. Es zeigte sich, dass diese Domäne aus zwei 
Untereinheiten besteht, wobei die Subdomäne B die bereits z. B. aus Polycystin-1 und 
verwandten Rezeptoren bekannte und hochkonservierte GPCR-proteolytische Sequenz (GPS) 
beinhaltet, an welcher die eigentliche Spaltung stattfindet37,45,49. Die angenommene 
autoproteolytische Spaltung erfolgt indem der Aminosäurerest an der Position -1 (z. B. 
Histidin) ein Proton vom Aminosäurerest an der Position +1 (Serin oder Threonin) bindet 
bzw. es entzieht. Durch den darauffolgenden nukleophilen Angriff an den aliphatischen 
Aminosäurerest an der Position 0 (meist Leucin) kommt es über die Bildung einer 
tetraedrischen Struktur zu einem Ester-Zwischenprodukt, welches abschließend hydrolysiert 
wird. Der Aminosäurerest an der Position 0 bildet danach den C-Terminus des daraus 
entstehenden N-terminalen Fragments (NTF) und analog der Aminosäurerest an Position +1 
den N-Terminus des C-terminalen Fragments (CTF). Der allgemeine schematische Aufbau der 
aGPCR ist in Abbildung 3 dargestellt. Das allgemeine Spaltmotiv lautet demnach HL↓T/S48,50–
52. Neben einem Histidinrest an Position -1 kann aber auch ein Argininrest toleriert werden. 
Ähnliches gilt für Cystein an Position +1 anstatt Serin oder Threonin52. Nach der Spaltung 
verbleiben NTF und CTF in unmittelbarer Nähe zueinander. Sie bilden ein nicht-kovalent 
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Abbildung 3: Allgemeiner Aufbau der aGPCR. Topologisch werden aGPCR wie alle anderen GPCR in Bezug auf 
die Lokalisation zur Zellmembran in den extrazellulären N-Terminus, die 7-Transmembran (7TM)-Domäne und 
den intrazellulären C-Terminus eingeteilt. Strukturell wird in Bezug auf die autokatalytische Spaltung der GAIN-
Domäne/GPS bei allen aGPCR außer beim GPR123 das N-terminalen Fragment (NTF) vom C-terminalen 
Fragment (CTF) unterschieden. Die N-Termini aller aGPCR beinhalten sowohl qualitativ als auch quantitativ 
unterschiedliche funktionelle adhäsive Domänen. Die Abbildung wurde erstellt nach54.  
 
1.3.2 Signaltransduktion und Aktivierung der aGPCR 
Die Zugehörigkeit der aGPCR zur Superfamilie der GPCR lässt sich anhand einer 
Sequenzähnlichkeit innerhalb der 7TM-Domäne von mindestens 25 % nachvollziehen50. 
Dabei war jedoch lange nicht bekannt, ob aGPCR tatsächlich mit G-Proteinen interagieren, so 
wie der Familienname es suggeriert. Erste indirekte Hinweise für eine G-Protein-Kopplung 
lassen sich aus Experimenten zum GPR56 ableiten und deuten auf eine Gα12/13-Aktivierung 
durch den GPR56 hin, welche über RhoA auf die Migration von neuralen Progenitorzellen 
Einfluss nehmen soll55. Indirekte Hinweise für die Kopplung zwischen Gαs und dem GPR126/ 
ADGRG6 konnten im Gpr126-KO-Zebrafisch gezeigt werden. Durch die Verwendung des 
Adenylylzyklase (AC)-Stimulators Forskolin und den damit verbundenen cAMP-Anstieg 
konnte der im KO beobachtete Myelinisierungsdefekt in Schwann-Zellen ausgeglichen 
werden56. Die funktionelle Interaktion eines aGPCR mit Gαs konnte dann erstmalig für den 
GPR133 gezeigt werden57. Dabei machten sich die Autoren zunutze, dass sich GPCR in einem 
Gleichgewicht zwischen der aktiven und der inaktiven Konformation befinden58. Durch 
Überexpression in COS-7-Zellen konnten sowohl der inaktive als auch der aktive Anteil 
erhöht und somit eine konstitutive Aktivierung simuliert werden, welche normalerweise 
durch einen Liganden hervorgerufen wird59. Die Überexpression führte folglich zu einem 
cAMP-Anstieg, welcher durch den KO von Gαs aufgehoben werden konnte
57. Sowohl für den 
GPR133 als auch für den GPR126 konnte die Kopplung mit Gαs verifiziert werden
60,61 und 
auch für andere aGPCR wie beispielsweise den EMR2/ADGRE2, GPR110/ADGRF1, GPR115/ 
ADGRF4, GPR64/ADGRG2, GPR97/ADGRG3, GPR114/ADGRG5 sowie den VLGR1 wurde 
schließlich die Interaktion mit G-Proteinen bewiesen60,62–64. Dies ebnete nun den Weg über 
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Analysen von second messenger-Signalen die Funktion sowie die Aktivierungsmechanismen 
der Rezeptoren zu analysieren. 
Beispielsweise kann ein Rezeptor über endogene Liganden aktiviert werden. Bei CD55 
handelt es sich um den ersten entdeckten aGPCR-Liganden, welcher mit den ersten beiden 
EGF-Domänen des auf Erythrozyten exprimierten CD97/ADGRE5 interagiert65. Auch für 
andere aGPCR konnten in den folgenden Jahren Liganden nachgewiesen werden wie z. B. 
Alpha-Latrotoxin für Latrophilin 166, Chondroitinsulfat für EMR267, Phosphatidylserin für 
BAI1/ADGRB168, Kollagen Typ III alpha-1 für den GPR5669 sowie Kollagen Typ IV und Laminin-
211 für den GPR12670. Diese größtenteils zellulären Liganden bzw. großen Moleküle der 
extrazellulären Matrix (ECM) interagieren mit dem N-Terminus des entsprechenden aGPCR. 
Dies sind eher untypische Eigenschaften für Agonisten eines GPCR. Es scheint daher wenig 
verwunderlich, dass für den Großteil dieser Moleküle bis heute keine Aktivierung des 
dazugehörigen aGPCR nachgewiesen werden konnte. Im Kontrast zu diesen Befunden steht 
die Beobachtung, dass die Deletion des NTF zur konstitutiven Aktivierung mehrerer aGPCR 
führt13,52. Es wurden zwei Hypothesen zur Erklärung dieses Phänomens als am 
wahrscheinlichsten diskutiert. Eine deutet auf einen inversen Agonisten innerhalb des NTF 
hin, welcher das ansonsten daueraktive CTF inhibiert. Die zweite Hypothese beschreibt 
einen innerhalb des N-Terminus gebundenen Agonisten, welcher durch Ligandenbindung 
oder durch NTF-Abspaltung frei wird und mit der 7TM interagiert51,52. Im Jahr 2014 gelangen 
es Liebscher et al. den Mechanismus des gebundenen Agonisten am GPR126 und GPR133 zu 
zeigen71. Ähnlich der Protease-aktivierten Rezeptoren, bei welchen der extrazelluläre Teil 
durch Proteasen wie Thrombin gespalten wird72, wurde bei beiden aGPCR eine agonistische 
Kernregion zwischen der Spaltstelle innerhalb der GPS und der ersten Transmembran-
domäne identifiziert, welche aufgrund ihrer postulierten hervorstechenden Lage nach 
Exposition als Stachelsequenz bezeichnet wird. Durch Deletion des NTF konnten in beiden 
Rezeptoren höhere cAMP-Level gemessen werden, während die Deletion oder Mutagenese 
innerhalb der Stachelsequenz zu einer Rezeptor-Inaktivierung führte. Auch in vivo konnte die 
Bedeutung der Stachelsequenz für die Rezeptoraktivität im Zebrafisch nachvollzogen 
werden71. Der Zebrafisch-KO für die Stachelregion des Gpr126 resultierte in dem für den 
Rezeptor-KO bereits beschriebenen Myelinisierungsdefekt56. Ebenso können in vitro sowohl 
der GPR126 als auch der GPR133 über ein von der jeweiligen Stachelsequenz abgeleitetes 
synthetisches Peptid aktiviert werden71. Auch für andere aGPCR wurden Stachelsequenzen 
beschrieben62,73–76. Wie die in-vivo-Aktivierung über die Stachelsequenz aber aufgrund der 
strukturellen Nähe zur GAIN-Domäne genau abläuft und welche Bedeutung unter diesem 
Gesichtspunkt die autoproteolytische Spaltung in ein NTF und CTF hat, wurde stark 
diskutiert. Ebenso blieb die Rolle der N-terminalen Liganden lange unklar. Nach neusten 
Erkenntnissen spielen mechanische Kräfte bei der aGPCR-Aktivierung eine entscheidende 
Rolle. So kann der GPR126 allein durch Vibration aktiviert werden. In Kombination mit 
Laminin-211 wird dieser Effekt sogar noch verstärkt, während die Interaktion zwischen 
beiden Molekülen allein den Rezeptor eher inaktiviert77. Ebenso wurden sowohl für das 
Latrophilin-Homolog in Drosophila (Taufliege) dCIRL als auch für den GPR114 gezeigt, dass 
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diese Rezeptoren durch mechanische Stimuli aktiviert werden können75,78. Vermittelt wird 
die mechanische Aktivierung bei dCIRL, GPR114 und GPR126 über die Stachelsequenz. Da 
diese jedoch laut der vorhandenen Kristallstrukturen von aGPCR sehr kompakt innerhalb der 
GAIN-Domäne eingebettet liegt, wurde zunächst angenommen, dass die Liganden- bzw. 
Mechanoaktivierung durch die physische Dissoziation von NTF und CTF bewerkstelligt 
wird77–80. Dem entgegen steht jedoch die Annahme, dass Rezeptoren wie beispielsweise 
CELSR1/ADGRC1, CELSR3/ADGRC3, EMR1/ADGRE1, GPR111/ADGRF2, GPR114, GPR115, 
GPR124/ADGRA2 sowie GPR125/ADGRA3 aufgrund einer fehlenden Konsensussequenz 
innerhalb der GPS keine Autoproteolyse durchführen können13. Im Falle des CELSR1, 
GPR111, GPR114 und GPR115 wurde dies sogar experimentell bewiesen75,81,82. Jedoch 
konnten Wilde et al. am GPR114 zeigen, dass dieser Rezeptor auch ohne Autoproteolyse 
mechanisch aktiviert werden kann75. Bei dCIRL wurde zudem gezeigt, dass die korrekte 
Funktion des Rezeptors sowohl von der Stachelsequenz als auch vom N-Terminus allgemein 
abhängig ist, die mechanische Rezeptoraktivierung jedoch Autoproteolyse-unabhängig 
ablaufen kann80. Allerdings gibt es auch mehrere Hinweise auf die funktionelle Bedeutung 
der Spaltung für einige Vertreter der aGPCR. Volynski et al. fanden heraus, dass die Spaltung 
von Latrophilin 1 entscheidend für den korrekten Transport des Rezeptors an die 
Zellmembran ist83 und Chiang et al. und Zhu et al. beobachteten an unspaltbaren GPR56-
Mutanten einen Verlust der Rezeptorfunktion84,85. Die Stachel-vermittelte Mechanoaktivie-
rung ist daher weiterhin Gegenstand aktueller Untersuchungen. Trotz vieler Fortschritte 
konnten die meisten aGPCR-Liganden immer noch nicht ermittelt werden13,51, weshalb ein 
Großteil dieser Rezeptorklasse weiterhin als orphan gilt. 
Auch die Mechanismen der Rezeptorinaktivierung sind noch nicht vollständig verstanden. 
Wahrscheinlich erfolgt diese bei aGPCR ähnlich wie bei anderen GPCR über Ubiquitinierung 
oder Phosphorylierung mittels sekundärer Messenger-Kinasen wie PKA oder PKC sowie 
durch GPCR-Kinasen im Zusammenspiel mit Arrestinen2,53,86. 
 
1.3.3 Physiologie und Pathologie der aGPCR 
Die aGPCR besitzen eine Vielzahl unterschiedlichster physiologischer Funktionen. Beispiels-
weise sind jeweils einige Vertreter bei der Kontrolle der Zellgröße, Zellform und der 
Organisation des Zytoskeletts beteiligt. Des Weiteren spielen sie eine wichtige Rolle bei der 
Regulation der Zellpolarität, bei der Zelladhäsion sowie der Zellmigration wie Hamann et al. 
2015 zusammenfassten13. Die funktionelle Bedeutung dieser Prozesse reicht dabei von der 
Realisation von immunologischen Vorgängen87,88, über die Angiogenese89,90 bis hin zu es-
senziellen Entwicklungsprozessen91,92. Es wurde bereits mehrfach publiziert, dass innerhalb 
eines aGPCR sowohl das NTF als auch das CTF getrennt voneinander unterschiedliche 
Aufgaben erfüllen können. So soll das NTF des Latrophilin 1-Homologs in Caenorhabditis 
elegans (Fadenwurm) LAT-1 für Fertilitätsvorgänge verantwortlich sein, während das CTF für 
die korrekte Zellpolarität wichtig ist93. Im Zebrafisch ist das NTF des Gpr126 wiederum 
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unabhängig von GPS und CTF an der Herzentwicklung beteiligt94. Es ist sogar möglich, dass 
Rezeptorfragmente autonome Aktivitäten an entfernten Orten auslösen. Beispielsweise 
interagiert der extrazelluläre Teil des BAI 1 mit Integrinen und inhibiert so die Angiogenese95. 
Hierbei kommt es aber vermutlich nicht zu einer autoproteolytischen Spaltung innerhalb der 
GPS, sondern zu einer posttranslationalen proteolytischen Spaltung durch Proprotein-
Convertasen und Matrix-Metalloproteasen96. Die enorme physiologische Vielfalt der aGPCR 
zeigt sich auch an menschlichen Krankheiten, welche mit aGPCR in Verbindung gebracht 
werden konnten. So führen z. B. Mutationen im GPR56-Gen zur bilateralen frontoparietalen 
Polymikrogyrie, einer Fehlbildung der Großhirnrinde97, Mutationen im GPR126 zu einer 
durch Gelenksteifigkeit charakterisierten schweren Form der Arthrogryposis multiplex 
congenita98, Mutationen des EMR2 zur durch Angioödeme geprägten Vibrationsurtikaria99 
oder Mutationen im VLGR1 zum Usher-Syndrom Typ 2, bei welchem die Betroffenen unter 
Schwerhörigkeit und Netzhautdegeneration leiden100. Einige aGPCR sollen auch an der 
Tumorgenese beteiligt sein101–103. Weiterhin konnten einige Vertreter der aGPCR über 
genomweite Assoziationsstudien mit verschiedenen humanen Erkrankungen in Verbindung 
gebracht werden wie beispielsweise der GPR124 mit arteriovenöser Malformation104, BAI3 
mit Schizophrenie und Suchterkrankung105,106, CELSR1 mit Schlaganfall107, CELSR2 mit Herz-
infarkt108 und der GPR133 mit einer veränderten Herzfrequenz109,110. 
 
1.3.4 Der aGPCR GPR133 
Der GPR133 wurde zusammen mit dem GPR144 erstmalig im Jahr 2004 beschrieben, 
nachdem mittels Hidden Markov Model die Datenbank des National Center for 
Biotechnology Information bzw. mittels BLASTP die Celera-Genomdatenbank durchsucht 
wurde41. Das Gen des GPR133 ist im Menschen auf Chromosom 12 lokalisiert, in der Maus 
auf Chromosom 541. Die Gensequenz konnte dabei nicht nur in Vertebraten identifiziert 
werden, sondern eine ähnliche Sequenz wurde auch in Strongylocentrotus purpuratus 
(Purpur-Seeigel) gefunden, was auf eine lange evolutionäre Geschichte deutet38. Es wird 
sogar angenommen, dass der Rezeptor zusammen mit dem GPR144 zu den evolutionär 
ältesten Vertretern der aGPCR zählt40. Neben der bereits beschriebenen Interaktion mit Gαs 
kann der GPR133 promiskuitiv auch mit Gαi interagieren, jedoch deutlich schwächer als mit 
Gαs
71. Im Vergleich mit anderen aGPCR besitzt der GPR133 einen weniger langen N-
Terminus, welcher neben der charakteristischen GAIN-Domäne eine knapp 200 Aminosäuren 
große Pentraxin/Concanavalin A (PTX)-Domäne beinhaltet41,42,111. Pentraxine sind vorrangig 
dafür bekannt, immunologische Interaktionen zu vermitteln112. Ob diese Funktion auch auf 




- 18 - 
 
1.3.4.1 Physiologische Bedeutung des GPR133 
Über genomweite (GWAS) sowie epigenomweite Assoziationsstudien (EWAS) konnten 
jedoch andere physiologische Zusammenhänge gezeigt werden. So scheinen Varianten des 
GPR133 beim Menschen mit einer veränderten Herzfrequenz109,110, zusätzlich mit einer 
veränderten Körpergröße113–115, Body-Mass-Index (BMI)116 sowie Lipoproteinhaushalt117 as-
soziiert zu sein. Dazu passend wurde in Mäusen eine Assoziation des GPR133 mit einem 
veränderten Körpergewicht postuliert118. Weiterhin wird der GPR133 bzw. Einzelnukleotid-
Polymorphismen innerhalb der Sequenz des GPR133-Gens in Zusammenhang mit der 
Pathogenese der amyotrophen Lateralsklerose (ALS)119 sowie des Humanen Immundefizienz-
Virus (HIV)120 beschrieben und es konnte sogar eine Verbindung zwischen dem GPR133 und 
der regulatorischen Reaktion auf Temperaturveränderungen in Masthühnern nachgewiesen 
werden121. Eine weitere wichtige Entdeckung ist der Nachweis der Beteiligung dieses 
Rezeptors an der Entstehung unterschiedlichster Tumoren111,122,123. Beim Glioblastom han-
delt es sich beispielsweise um den häufigsten und zugleich auch aggressivsten Hirntumor 
beim Menschen124. Bayin et al. gelang es eine hohe Expression des GPR133 in CD133-
positiven Glioblastomstammzellen nachzuweisen. Weiterhin zeigten die Autoren, dass unter 
hypoxischen Bedingungen, welche typisch für den innenliegenden Bereich eines Tumors 
sind, der GPR133 auf mRNA-Ebene hochreguliert wird und dass eine Inhibierung des 
Rezeptors zu einer niedrigeren Zellproliferation und damit zu einem niedrigeren Tumor-
wachstum führt111. 
 
1.3.4.2 Expressionsdaten zum GPR133 
Über die Methode der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) sowie über 
EST-Datenbanken (expressed sequence tags125) konnten weitere Expressionsorte des GPR133 
lokalisiert werden. So wird der Rezeptor im Menschen vor allem in der fetalen Phase der 
Ontogenese recht ubiquitär und später im Gastrointestinaltrakt, in der Lunge und Milz sowie 
in den Geschlechtsorganen exprimiert38,126. In der Maus und der Ratte wurde der GPR133 
vor allem im Muskelgewebe, im Herz, in der Haut, im Gehirn sowie im Fettgewebe 
nachgewiesen38,127,128. Zusätzlich konnte die Rezeptorexpression sowohl im Zebrafisch als 
auch im Huhn im Auge gezeigt werden129,130 und es wurde zudem während der embryonalen 
Entwicklung der Maus (E14,5) eine starke Expression des GPR133 im Thymus primordium 
sowie eine schwache Expression in der Nebenniere beschrieben131. Diese publizierten 
Expressionsdaten sind jedoch mit Vorsicht zu betrachten. In den ersten Jahren nach 
Erstbeschreibung des GPR133 wurde der heute als OR52I2 bekannte olfaktorische GPCR 
ebenfalls als GPR133 bezeichnet und die dem heutigen OR52I2 zugrunde liegende 
Publikation132 wurde von der aGPCR-Fachwelt fälschlicherweise mehrfach zitiert. 
Beispielsweise sind Angaben zur Expression des GPR133 in der Hypophyse und im Putamen 
auf die Arbeit von Vanti et al. aus dem Jahr 2003 zurückzuführen132. Es ist also nötig die 
publizierten Expressionsdaten erneut in beispielsweise WT-Mäusen und indirekt über 
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Reportergene in transgenen Mäusen zu verifizieren. Mittels GPR133-defizienten Tiermodel-
len können weiterhin neue physiologische Zusammenhänge gefunden werden. 
 
1.3.4.3 Gpr133-KO-Zebrafisch 
Der KO des Gpr133 wurde im Zebrafisch innerhalb der Gensequenz des Rezeptors auf Exon 3 
durch die Induktion eines Stop-Codons mittels der TALEN (Transcription activator-like 
effector nuclease)-Technologie realisiert. Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Prof. Dr. 
Dr. Ines Liebscher, Rudolf-Schönheimer-Institut für Biochemie, Universität Leipzig) in 
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kelly Monk (Vollum Institute, Oregon 
Health & Science University, Portland, OR, USA) zeigten im Gpr133-defizienten Zebrafisch im 
Verlaufe der Ontogenese einen sich dynamisch verändernden Körperlängenphänotyp133. Im 
Larvenstadium sind 24 h nach Fertilisation keine Längenunterschiede detektierbar, während 
der KO im Alter von zwei bis drei Tagen verglichen mit dem WT signifikant länger wird. In der 
juvenilen Phase gleichen sich beide Genotypen wieder an und schließlich weist der KO ab 
etwa ein bis zwei Monaten eine signifikant kürzere Körperlänge auf. Der heterozygot 
transgene (Het) Zebrafisch gleicht dabei während der gesamten Entwicklungsphase eher 
dem WT. Es zeigte sich dabei beispielsweise im 35 Tage alten KO eine veränderte 
Wirbelsäulenmorphologie. Neben verstärkt im hinteren Teil der Wirbelsäule auftretenden 
fusionierten Wirbelkörpern, wurde eine allgemein schiefe und verkrümmte sowie ge-
stauchte Wirbelsäulenform mit vereinzelt auftretenden Prolapsen des Notochords 
beobachtet. Exprimiert wird der Gpr133 im Zebrafisch wie bereits beschrieben recht 
ubiquitär z. B. im Herz, Muskel und Auge129. Neben diesen Organen wird der Gpr133 vor 
allem im Bereich der Wirbelsäule beginnend zwischen 10 und 15 h nach Fertilisation 
hochreguliert. Mittels in-situ-Hybridisierung konnte der exakte Expressionsort des Gpr133 im 
Alter von 24 h in der Membran von Vakuolenzellen des Notochords ausgemacht werden, 
welche im KO stark vergrößert vorliegen. Die dem im Gpr133-defizienten Zebrafisch 
auftretenden Phänotyp zugrundeliegenden molekularen Mechanismen sind noch nicht 
geklärt.  
 
1.4 Ziel der Arbeit 
Die aGPCR sind aufgrund des molekularen Aufbaus der zu ihr zählenden Rezeptoren eine 
sehr vielseitige Rezeptorfamilie, die erst seit wenigen Jahren im Fokus intensiver Forschung 
steht. Charakteristisch für die aGPCR ist nicht nur der lange N-Terminus, welchen nur wenige 
andere GPCR mit ihnen teilen, sondern eine Vielzahl verschiedener extrazellulärer 
funktioneller Domänen. Die GAIN-Domäne ist dabei besonders interessant. Es konnte gezeigt 
werden, dass zumindest einige Rezeptoren autoproteolytisch innerhalb der zur GAIN-
Domäne gehörenden GPS gespalten werden können und dass diese Spaltung für die 
Aktivierung des jeweiligen Rezeptors von großer Bedeutung ist. Der Aktivierungsmechanis-
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mus des gebundenen Agonisten konnte für einige Rezeptoren bereits nachgewiesen werden 
und, auch wenn an dieser Stelle noch offene Fragen sind bezüglich der Rolle beispielsweise 
mechanischer Kräfte bei der Rezeptoraktivierung oder bei der Allgemeingültigkeit dieses 
Mechanismus für alle weiteren aGPCR, so steht fest, dass aGPCR aufgrund dieses und 
weiterer Merkmale einzigartig sind und für die Entwicklung von Wirkstoffen in der Zukunft 
potentiell relevant werden könnten, so wie bereits andere GPCR zuvor. Beim GPR133 
handelt es sich um einen aGPCR, welcher mit verschiedenen physiologischen Veränderungen 
im Menschen und der Maus in Verbindung gebracht werden konnte. Für eine umfangreiche 
physiologische Analyse ist die Grundcharakterisierung dieses Proteins im KO-Tiermodell 
nötig. Bis heute stehen diese sehr wichtigen Informationen aber noch aus. Das Ziel der 
vorliegenden Arbeit ist demnach, die physiologische Bedeutung des GPR133 mit Hilfe der 
GPR133-KO-Maus näher zu untersuchen und Rückschlüsse auf dessen Funktion im Men-
schen ziehen zu können. Dabei sollen vorrangig folgende Fragen geklärt werden: 
 
 In welchen Organen, Geweben und Zelltypen wird der GPR133 hauptsächlich expri-
miert? 
 
 Existieren zwischen WT- und GPR133-KO-Mäusen zum Beispiel in der Körperlänge, im 
Körpergewicht, in der Wirbelsäulenmorphologie oder im kardiovaskulären System 
bzw. speziell in der Herzfrequenz signifikante Unterschiede? 
 
 Gibt es weitere phänotypische Unterschiede zwischen WT- und KO-Mäusen? 
 
 Kann über die Grundcharakterisierung der GPR133-defizienten Maus ein Rückschluss 
auf die physiologische Bedeutung des Rezeptors in der Maus gezogen werden? 
 
 Inwieweit sind pathophysiologische Merkmale des GPR133-KO-Mausmodells auf 
humane Patientengruppen übertragbar?  
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2. Material und Methoden 
Alle hergestellten Gele, Lösungen und Puffersysteme sind im Anhang in Tabelle A2 zu finden. 
 
2.1 Erzeugung von GPR133-KO-Mäusen 
Die in dieser Studie untersuchten transgenen Mäuse basieren auf dem von EUCOMM 
(European Conditional Mouse Mutagenesis Program) etablierten mutagenen Expressions-
vektor Adgrd1tm1a(EUCOMM)Wtsi. Dieser enthält ausgehend von einem 4,8 kbp 5‘ und einem 
4,9 kbp 3‘ Homologiebereich eine zu inserierende Sequenz bestehend aus einem LacZ-
Reportergen und einer Neomycin-Selektionskassette, welche von zwei FRT-Rekombinations-
sequenzen eingeschlossen sind (Abbildung 4). 
 
 
Abbildung 4: Genkassette des GPR133-KO-Stammes. Zu sehen ist der schematische Aufbau der Genkassette 
zwischen Exon 7 und Exon 9. Das LacZ-Reportergen (lacZ, gelb) und die Neomycin-Selektionskassette (neo, 
blau) sind flankiert von zwei FRT-Rekombinationssequenzen (grün). Über die LoxP (orange)/Cre-Rekombination 
kann das Exon 8 des GPR133 herausgeschnitten werden. En2SA = mouse engrailed 2 gene splice acceptor, IRES 
= interne ribosomale Eintrittsstelle, BetaActin = β-Aktin-Promotor, pA = Polyadenylierungssequenz.  
 
Weiterhin umgeben zwei LoxP-Sequenzen die Neomycin-Kassette und das Exon 8. Unter 
Anwendung der LoxP/Cre-Rekombination kann spezifisch das Exon 8 inklusive der Neomycin-
Kassette herausgeschnitten werden, was zu einem vorzeitigen Stopcodon und damit zum 
Abbruch der Translation führt. Eine dritte LoxP-Sequenz befindet sich zwischen der 
Neomycin-Kassette und Exon 8 (Abbildung 4). Diese Sequenz ermöglicht zusätzlich eine zur 
LoxP/Cre-Rekombination vorrangegangene FRT/Flippase-Rekombination. Auf diese Weise 
kann auch das LacZ-Reportergen rekombinant entfernt werden. Das hier beschriebene 
Konstrukt wurde käuflich von EUCOMM in einer C57BL/6N ES-Zelllinie erworben und in 
Dresden in der Arbeitsgruppe von Ronald Naumann am Max-Planck-Institut für molekulare 
Zellbiologie und Genetik mittels Blastozysteninjektion in 129/SV/J-Mäuse transferiert. Vier 
chimäre Nachkommen und damit verbunden vier Zuchtlinien (A-D) resultierten daraus. 
 
2.2 Mauszucht  
Die 129/SV/J-Mäuse wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen in einem 
12 h/12 h Tag-Nacht-Rhythmus bei 21 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Mäuse 
hatten innerhalb der Zucht zu jeder Zeit Zugang zu Trockenfutter und Trinkwasser. Die Zucht 
und Haltung ebenso wie alle durchgeführten Experimente erfolgten mit Genehmigung der 
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Landesdirektion Sachsen gemäß § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG): T24/16, T19/18, TVV43/18. 
Die vier Zuchtlinien wurden stets getrennt voneinander verpaart. Die Zucht der Linien A und 
C wurde nach drei Jahren nach erfolgter Spermien-Kryokonservierung eingestellt. Linie B und 
D wurden weiter getrennt voneinander verpaart. Um einen möglichen Einfluss der Linie auf 
das jeweilige Gesamtergebnis zu untersuchen, wurde der genetische Hintergrund beider 
Linien mittels genetischer Marker von GVG Diagnostics (Leipzig, Deutschland) analysiert. 
Linie B und D haben einen ähnlich gemischten Hintergrund mit leicht verschiedenen 
Einflüssen der 129/SV/J- und der C57BL/6N-Inzuchtlinie. Der Anteil der 129/SV/J-Maus in 
Linie B liegt bei 48,77 % und in Linie D bei 45,99 %. Wiederum liegt der Anteil der C57BL/6N-
Maus in Linie B bei 53,32 % und in Linie D bei 61,93 %.   
 
2.3 Genotypisierung der Mäuse 
Die Identifizierung von heterozygot und homozygot transgenen Tieren, also solchen, die die 
beschriebene Genkassette in sich tragen, erfolgte über folgende Genotypisierungsstrategie: 
Grundlage ist das Vorhandensein einer Sac I-Schnittstelle im GPR133-Locus, welche durch 
Insertion der Genkassette eingeführt wurde. Daher kann durch Amplifikation eines 
definierten Bereiches um diese Schnittstelle herum und dem nachfolgenden Verdau mit dem 
Restriktionsenzym Sac I zwischen dem WT und dem transgenen Genom unterschieden 
werden. Für die Ermittlung des Genotyps wurde pro Maus die DNA aus einer Biopsie des 
Ohrs oder einer Schwanzspitze unter Verwendung des MyTaq Extract-PCR Kits (Bioline, 
Meridian Life Science, Memphis, TN, USA) isoliert. Jede Probe wurde in 20 µl Buffer A, 10 µl 
Buffer B und 70 µl Wasser für 15 min auf 75 °C und anschließend für 10 min auf 95 °C erhitzt 
und für 2 min bei 13.000 rpm (Heraeus Pico 17) zentrifugiert. Aus dem Überstand wurden 
danach jeweils 1,5 µl pro Genotypisierungsansatz direkt mit 12,5 µl 2x MyTaq HS mix, 0,5 µl 
pro Primer (10 µM) und 10 µl Wasser amplifiziert. Die Sequenzen des verwendeten 
Primerpaars sind im Anhang in Tabelle A3 zu finden. Die initiale Denaturierung wurde für 
2 min bei 94 °C durchgeführt. Es folgten 35 Zyklen bestehend aus einer Denaturierung von 
30 s bei 94 °C, einer Hybridisierung von 30 s bei 58 °C und einer Elongation von 1 min bei 
72 °C. Nach einem abschließenden zehnminütigen Temperaturschritt von 72 °C wurden die 
Proben gekühlt und 10 µl des PCR-Produkts enzymatisch mit je 1 µl Sac I (5.000 U/ml; New 
England Biolabs, Ipswich, MA, USA) in 10 µl NEBuffer 1.1 (10x; New England Biolabs, Ipswich, 
MA, USA) und 29 µl Wasser verdaut. Der Verdau wurde über Nacht bei 37 °C durchgeführt 
und das Ergebnis am Folgetag mittels Agarose-Gelelektrophorese (2 %; Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) überprüft. Als DNA-Marker wurde der 2-Log DNA Ladder (New England 
Biolabs, Ipswich, MA, USA) verwendet. Das WT-Allel zeigte dabei eine Bande bei 361 
Basenpaaren (bp). Während das PCR-Produkt des WT keine Sac I-Restriktionsstelle besaß, 
wurde das 351 bp große Amplifikat der homozygot transgenen Maus mittels Sac I in ein 286 
und ein 65 bp großes Teilstück geschnitten. Bei der heterozygot transgenen Maus zeigten 
sich folglich drei Banden bei 361, 286 sowie 65 bp wie in Abbildung 5A-B zu sehen. 
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Abbildung 5: Genotypisierungsstrategie. (A) Dargestellt ist die Amplifikationsregion zwischen Exon 7 und 
Exon 9 im WT und in der transgenen Maus. Durch die mittels Genkassette eingeführte Sac I-Restriktionsstelle 
ließen sich alle Genotypen nach PCR-Amplifikation und anschließendem enzymatischen Verdau mittels 
Agarose-Gelelektrophorese voneinander unterscheiden. (B) Die homozygot transgene Maus (KO) zeigt dabei 
Banden bei 286 und 65 bp, die WT-Maus bei 361 und die heterozygot transgene Maus (Het) bei 361, 286 sowie 
65 bp. Die 65 bp-Bande ist nur schwer zu erkennen, für die Unterscheidung jedoch nicht zwingend notwendig. 
DNA-Marker = 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). 
 
2.4 Expressionsanalyse des GPR133 mit der qPCR-Technologie 
Die Expression des GPR133 wurde indirekt über die Quantifizierung von transkribierter 
mRNA in insgesamt 38 verschiedenen Geweben untersucht. Zunächst wurden die Gewebe 
von vier WT-Männchen und drei WT-Weibchen im Alter von 4 Monaten präpariert, auf Eis in 
1x PBS (phosphatgepufferte Salzlösung, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) 
gewaschen und anschließend in 750 µl TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
homogenisiert. Dafür wurde der Precellys 24 Homogenisator (2x 20 s bei 5.000 rpm; Bertin 
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich) verwendet. Zusätzlich wurden für die 
Homogenisierung drei Glaskugeln in jedes Reaktionsgefäß gegeben, um höhere mechanische 
Kräfte zu erwirken. Es folgte die Zugabe von 200 µl Chloroform (Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land) und eine anschließende Zentrifugation (Heraeus Pico 17) für 15 min bei 13.000 rpm bei 
4 °C. Die entstandene obere wässrige Phase wurde abgenommen und jeweils in einem 
neuen Reaktionsgefäß mit dem gleichen Volumen 70 % Ethanol (Brüggemann Alcohol, 
Heilbronn, Deutschland) vereinigt. Für die RNA-Reinigung wurde das SV Total RNA Isolation 
System (Promega, Madison, WI, USA) unter Berücksichtigung des beigelegten Protokolls 
verwendet134. Der empfohlene DNase I-Verdau wurde auf der Säule für 15 min durchgeführt. 
Abschließend wurden die Proben qualitativ und quantitativ mittels Agarose-Gelelektro-
phorese (1,5 %; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) sowie NanoDrop-Technologie (ND-1000 
Spectrophotometer; Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) getestet und 
bei -80 °C gelagert. Zu jedem Zeitpunkt der RNA-Isolation wurde darauf geachtet die Proben 
möglichst kühl zu halten. 
Für die Expressionsanalyse wurden jeweils 800 ng RNA mittels Omniscript RealTime Kit 
(Quiagen, Hilden, Deutschland) in cDNA revers transkribiert135. Der qPCR-Ansatz für die 
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Quantifizierung mittels CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) enthielt 
folgende Bestandteile: 0,75 µl jedes Primers (10 µM); 0,5 µl einer 1:10-Verdünnung von ROX; 
6,25 µl SYBR green qPCR Super Mix-UDG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA); 3,25 µl Wasser 
sowie 1 µl cDNA. Die Messung erfolgte jeweils in Triplikaten mit einem initialen 
Denaturierungsschritt von 3 min bei 95 °C sowie 40 Zyklen bestehend aus einer weiteren 
Denaturierungsphase von 15 s bei 95 °C, einer Hybridisierung von 30 s bei 62,5 °C und der 
Fluoreszenzmessung. Nach dem abschließenden zehnminütigen Temperaturschritt von 95 °C 
wurde die Schmelzkurve in 0,5 °C-Schritten für jeweils 5 s zwischen 65 °C und 95 °C 
aufgenommen. Der ΔCt-Wert wurde pro Probe auf Grundlage der Ct-Werte des GPR133 
sowie des Referenzgens β2-Mikroglobulin bestimmt. Beide Primerpaare sind im Anhang in 
Tabelle A3 dargestellt. 
 
2.5 Sequenzierung der Genkassette 
Die Basenabfolge der Genkassette sowie der angrenzenden homologen Regionen wurde in 
insgesamt neun Teilen untersucht und sequenziert, um den korrekten Einbau der Kassette zu 
überprüfen. Zunächst wurden die Teile mittels Phusion High-Fidelity DNA Polymerase 
(Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) nach den Vorgaben des Herstellers 
amplifiziert136. Alle verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle A4 zusammengefasst. Die 
Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese (1 %; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) analysiert und die entsprechenden Banden ausgeschnitten und mit dem Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) gereinigt137. Im Falle des 
Erscheinens mehrerer unspezifischer Banden im Gel wurde die PCR mit zusätzlich 1 M Betain 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) bzw. 3 % Dimethylsulfoxid (DMSO; Roth, Karlsruhe, 
Deutschland) wiederholt. Das gereinigte PCR-Produkt wurde anschließend mittels TOPO®-
Klonierungstechnik (TOPO TA Cloning Kit®, pCR® 4-TOPO® Vector, Invitrogen, Thermo Fisher 
Scientific, Darmstadt, Deutschland) in Escherichia coli (E. coli) (chemische kompetente DH5α, 
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) transformiert. Für die korrekte Funktion der im 
Vektor befindlichen Topoisomerase wurden 8 µl jedes PCR-Produkts zunächst mit 0,5 µl Taq-
Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 1 µl Taq-Puffer (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, USA) und 1 µl dNTPs (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in einer unspezifischen PCR 
für 15 min bei 72 °C vorbehandelt. Jeweils 2 µl des vorbehandelten Produktes wurden 
anschließend mit 0,5 µl TOPO-Vektor, 1 µl Salzlösung (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 
Darmstadt, Deutschland) und 1,5 µl Wasser für 30 min bei RT inkubiert. Zwischenzeitlich 
wurden die Bakterien auf Eis aufgetaut. 80 µl der E. coli wurden danach zum TOPO-Ansatz 
gegeben und auf Eis für 30 min inkubiert. Es folgte der Hitzeschock für 1 min bei 42 °C. Als 
nächstes wurden 250 µl Soc-Medium (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) 
hinzugegeben und der Ansatz für 1,5 h bei 37 °C geschüttelt (200 rpm). Der Bakterien-TOPO-
Ansatz wurde danach auf vorgewärmten LB-Platten (Lennox, Roth, Karlsruhe, Deutschland; 
mit X-Gal, Ampicillin, Kanamycin, je 1:1.000, alle drei von Roth, Karlsruhe, Deutschland) 
ausgestrichen und für 16 h bei 37 °C inkubiert. Weiße Klone wurden ausgewählt und diese 
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nach Inkubation in 100 µl flüssigem LB-Medium für 1,5 h bei 37 °C mittels Taq DNA 
Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) und Kolonie-PCR nach dem Protokoll 
des Herstellers analysiert138. 25 µl aller positiven Kulturen wurden anschließend jeweils in 
3 ml Medium überführt und für weitere 16 h bei 37 °C inkubiert. Schließlich wurde aus allen 
Proben unter Zuhilfenahme des Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems 
(Promega, Madison, WI, USA) die DNA gereinigt139 und die Proben sequenziert. Die 
Sequenzierung erfolgte über Microsynth Seqlab (Göttingen, Deutschland). Als Sequenzier-
primer wurden der M13f- und der M13r-Primer (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 
Darmstadt, Deutschland) verwendet, deren Sequenzen im TOPO-Vektor die mittels Topo-
isomerase eingefügten Zielsequenzen flankierten. Zusätzliche Sequenzierprimer sind im 
Anhang in Tabelle A4 dargestellt. 
 
2.6 Amplifikationsanalyse von cDNA 
Um die Transkription des Gpr133-Gens zu überprüfen, wurden cDNA-Proben der Harnblase 
von einer 4 Monate alten männlichen WT und einer gleichaltrigen KO-Maus mittels PCR 
amplifiziert. Die Isolation der RNA aus diesen Organen und das Umschreiben in cDNA wurde 
wie bereits in Kapitel 2.4 beschrieben durchgeführt. Jeweils 2,5 µl cDNA wurden mit der 
DreamTaq-DNA-Polymerase (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) in folgender 
Zusammensetzung amplifiziert: 2 µl dNTPs (Roth, Karlsruhe, Deutschland); je 1 µl pro Primer 
(10 µM); 0,25 µl DreamTaq-DNA-Polymerase (5 U/µl); 5 µl 10x DreamTaq Green Buffer; 
38,25 µl Wasser. Die Sequenzen der verwendeten Primerpaare und der zugehörigen 
Amplifikationsregionen sind im Anhang in Tabelle A3 zu finden. Es wurde das in Kapitel 2.3 
beschriebene PCR-Programm verwendet. Anschließend wurde das Amplifikationsergebnis 
mittels Agarose-Gelelektrophorese (1 %; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) überprüft. Als 
DNA-Marker wurde der 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 
verwendet.  
 
2.7 Transkriptom-Analyse mittels RNA-Seq 
Da sich aus der Amplifikation der cDNA von homozygot transgenen Mäusen der Verdacht 
ergab, dass das Transkript des GPR133 nicht mehr vollständig abgelesen wird, wurde eine 
Transkriptomanalyse mittels RNA-Seq durchgeführt, um die exakten Transkriptsequenzen zu 
bestimmen. Gleichzeitig konnten Informationen zur transkriptionellen Dysregulation in den 
transgenen Tieren im Vergleich zum WT-Tier gezogen werden. Daher wurden von jeweils 
fünf männlichen WT und KO-Mäusen im Alter zwischen 2 und 4 Monaten die gesamte RNA 
mittels TRI Reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), wie bereits in Kapitel 2.4 
beschrieben, aus Harnblase und Herz isoliert sowie mit der NanoDrop-Technologie (ND-1000 
Spectrophotometer; Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) die RNA-Qualität 
und Quantität überprüft. Anschließend wurde mittels TruSeq RNA Library Prep Kit v2 
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(Illumina, San Diego, CA) die mRNA gereinigt und im Durchschnitt 300 bp cDNA-Fragmente 
erstellt. Die Proben wurden auf insgesamt zwei Durchflusszellen geladen und mit 
mindestens 7 Mio. reads (gelesene Fragmente) über Macrogen (Seoul, Südkorea) se-
quenziert. 
Die Analyse der sequenzierten Daten inklusive das read mapping (Zuordnung der gelesenen 
Fragmente zum Referenzgenom) sowie die primäre Qualitätsprüfung und statistische 
Auswertung wurde von Dr. Vera Lede am Rudolf-Schönheimer-Institut für Biochemie der 
Universität Leipzig durchgeführt. 
 
2.8 Visualisierung von β-Galactosidase über das LacZ-Reportergen 
Innerhalb der Genkassette der transgenen Mäuse befindet sich eine LacZ-Sequenz (Ab-
bildung 4). Diese wird als Reporter für die Expression des GPR133 verwendet. Durch die 
Transkription des Gpr133-Gens wird die LacZ-Sequenz, welche sich im Intron-Bereich 
zwischen Exon 7 und Exon 8 befindet, ebenfalls transkribiert. LacZ kodiert dabei für β-
Galactosidase, welche über eine X-Gal-Färbung visualisiert werden kann. Die entstehende 
Blau-Färbung kann also die Organe, Gewebeteile oder Zellverbände anzeigen, in denen der 
GPR133 in transgenen Mäusen exprimiert wird. Als wichtige Kontrolle muss dabei aber auch 
die WT-Maus überprüft werden, welche das LacZ-Reportergen nicht trägt und keine Blau-
Färbung in den untersuchten Proben anzeigen darf. Die folgenden Methoden wurden in 
Zusammenarbeit mit PD Dr. Albert Ricken des Instituts für Anatomie der Universität Leipzig 
durchgeführt. 
Die jeweiligen Gewebe adulter WT- und KO-Mäuse im Alter von 4 bis 6 Monaten wurden 
entnommen, in 1x PBS (Gibco®; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) ge-
waschen und in Tissue-Tek® (Sakura, Torrance, CA) in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Anschließend wurden mit einer Mikrotomklinge Kryoschnitte mit einer Gewebedicke von 
10 µm hergestellt und diese auf Objektträgern für 1 min in einer eiskalten 1:1 Aceton/ 
Methanol-Lösung fixiert und anschließend luftgetrocknet. Die Visualisierung mit X-Gal 
(1 mg/ml X-Gal; 3 mM K3[Fe(CN)6]; 3 mM K4[Fe(CN)6]; 15 mM NaCl; 1,3 mM MgCl2; 5 Vol.-% 
Dimethylformamid in HEPES; pH7,5) erfolgte über Nacht bei 37 °C. Am Folgetag wurden die 
Proben gewaschen und mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat gegengefärbt. Aufgenommen 
wurden die Gewebeschnitte mit dem Axioplan 2 Lichtmikroskop (Zeiss, ausgerüstet mit 
ProgRes C3-Kamera und ProgRes CapturePro 2.8.8, Jenoptik, Jena, Deutschland). 
Neben Gewebeschnitten wurden auch komplette Organe auf β-Galactosidaseaktivität 
überprüft (whole-mount-Färbung). Die Organe wurden entnommen und für 15 min bei RT in 
Fixierlösung (2 % Formaldehyd; 0,2 % Glutaraldehyd; 0,02 % NP-40; 0,01 % Natriumdesoxy-
cholat in 1x PBS, pH7,4) inkubiert und in 1x PBS gelagert. Die X-Gal-Färbung (1 mg/ml X-gal; 
5 mM K3[Fe(CN)6]; 5 mM K4[Fe(CN)6]; 2 mM MgCl2; 0,02 % NP-40; 0,01 % Natriumdesoxy-
cholat in 1x PBS) erfolgte über Nacht bei 37 °C in 6-well-Platten. Die Organe wurden 
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anschließend mit verschiedenen Methanol-Konzentrationen dehydratisiert und für eine 
bessere Untersuchung mit 1:2 Benzylalkohol/Benzylbenzoat über mehrere Tage behandelt. 
Das Gewebe wurde daraufhin durchsichtiger. Die gefärbten Organe wurden mit dem 
Olympus SZ61 Stereomikroskop (Oylmpus Cooperation, ausgerüstet mit Olympus SC30-
Kamera und Cell Sens Standard 1.9, Hamburg, Deutschland) aufgenommen. 
 
2.9 Grundcharakterisierung der KO Mäuse 
2.9.1 Längen- und Gewichtsmessung 
Die Entwicklung der Körperlänge und des Körpergewichts von neugeborenen Mäusen im 
nicht-sedierten Zustand wurde über 50 Tage dokumentiert. Als Maß für die Längenmessung 
wurde der Abstand zwischen Nasenspitze und Schwanzbeginn mittels Lineals (Herlitz, 
Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH & Co. KG, Berlin, Deutschland) bestimmt. Dafür wurden 
die Mäuse vom Versuchsleiter im Genick gehalten. Die Gewichtsmessung erfolgte wiederum 
mit einer elektronischen Waage (Sartorius CP4202S, Sartorius AG, Göttingen, Deutschland). 
Zur Unterscheidung wurden die Mäuse im Alter von zwei bis drei Tagen an den Extremitäten 
tätowiert. Würfe mit vier oder weniger Nachkommen wurden von der Analyse ausge-
schlossen, da vor allem das Gewicht stark von der Wurfgröße abhängt140. Die Geno-
typisierung der Mäuse erfolgte frühestens im Alter von 25 Tagen. 
Zusätzlich wurden Versuchstiere im Alter von 4 Monaten sowie im Alter über 11 Monaten im 
sedierten Zustand untersucht. Es wurde bei diesen Mäusen nicht nur das Gewicht und der 
Abstand zwischen Nasenspitze und Schwanzbeginn gemessen, sondern auch der Abstand 
zwischen Nasenspitze und After, zwischen Nasenspitze und Schwanzende und daraus 
folgend wurde die Gesamtschwanzlänge ermittelt. 
Als weiteres Längenmaß141 wurde bei 3,5 Monate alten männlichen Mäusen die Tibialänge 
mittels elektrischen Messschiebers (Emil Lux GmbH, Wermelskirchen) bestimmt, sowie bei 4 
Monate alten männlichen Mäusen mittels Lineal (Herlitz, Pelikan Vertriebsgesellschaft mbH 
& Co. KG, Berlin, Deutschland) die Femurlänge. 
 
2.9.2 Blutplasmaanalyse 
Zur Grundcharakterisierung der Mäuse gehört die Untersuchung des Blutes. Die Mäuse 
wurden dafür mit einer intraperitonealen Injektion bestehend aus Ketamin (100 mg/kg; WDT 
eG, Garbsen, Deutschland) und Xylazin (10 mg/kg; Rompun®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, 
Deutschland) sediert und es wurden mittels Herzstich jeweils 300 ml Blut entnommen. Als 
Antikoagulans wurden jeweils 50 µl gekühltes EDTA (1,5 mg/ml; Karl Roth GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland) in 0,9 % NaCl (Karl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. 
Anschließend wurden die Proben bei 5.000 rpm für 10 min bei 4 °C zentrifugiert (Heraeus 
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Biofuge fresco) und das Blutplasma aus der oberen Phase in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und bei -20 °C gelagert. 
Für die Bestimmung der Adrenalinkonzentration im Blutplasma wurde das Mouse 
Epinephrine/Adrenaline ELISA Kit (MBS011202, MyBioSource.com, BIOZOL Diagnostica 
Vertrieb GmbH, Eiching, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers verwendet142. Jede 
Plasmaprobe wurde als Duplikat unverdünnt gemessen. Untersucht wurden Mäuse im Alter 
zwischen 7 und 8 Monaten. 
Die Konzentrationsbestimmung von Parathormon im Plasma wurde mittels des RayBio® 
Human/Mouse/Rat PTH Enzyme Immunoassay Kits (EIA-PTH, RayBiotech, Norcross, GA, USA) 
durchgeführt und ebenfalls nach den Anweisungen des Herstellers verfahren143. Jede 
Plasmaprobe wurde in einer sechsfach-Verdünnung als Duplikat gemessen. Die untersuchten 
männlichen Mäuse besaßen ein Alter zwischen 4 und 5 Monaten, die untersuchten 
Weibchen wiederum ein Alter über 9 Monate. 
Alle weiteren Parameter wurden standardisiert im Institut für Laboratoriumsmedizin, 
Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik des Universitätsklinikums Leipzig unter der 
Leitung von Prof. Dr. Ralph Burkhardt analysiert. Die Mäuse waren bei der Blutabnahme 
nüchtern. Im Zuge der Blutabnahme wurde zusätzlich der Glukosespiegel im Blut gemessen 
(Accu-Chek® Performa). Die Untersuchung erfolgte in zwei Altersgruppen. Die junge Gruppe 
hatte ein Alter von 3 bis 4 Monaten, die ältere Gruppe hatte ein Alter von 9 Monaten. 
 
2.9.3 Untersuchung von Corticosteron im Kot 
Steroidhormone lassen sich sehr gut im Kot von Mäusen nachweisen. Für die Untersuchung 
von Corticosteron wurde von jeweils acht männlichen WT- und KO-Mäusen im Alter 
zwischen 8 und 10 Monaten über 24 h der Kot gesammelt, gewogen und bis zum Ende der 
Sammelphase bei -20 °C gelagert. Die aufgetauten Proben wurden in 10 ml 96 % Ethanol 
(Brüggemann Alcohol, Heilbronn, Deutschland) homogenisiert, zunächst für fünf Tage im 
Überkopf-Schüttler (Heidolph Reax 2) bei 4 °C und anschließend unter der Verwendung des 
bereits beschriebenen Homogenisators Precellys 24 (2x 20 s bei 5.000 rpm; Bertin 
Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich). Danach wurden die Proben für 20 min 
bei 3.100 rpm und 4 °C zentrifugiert (Heraeus Multifuge 1SR). Je Probe wurde 1 ml des 
Überstands in ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Proben erneut für 20 min bei 4 °C 
zentrifugiert (Heraeus Biofuge fresco), diesmal jedoch bei 13.000 rpm. Mit jeweils 20 µl des 
Überstands wurde schließlich in Triplikaten die Konzentration von Corticosteron mittels des 
Corticosterone ELISA-Kits von DRG (EIA-4164, DRG Instruments GmbH, Marburg, Deutsch-
land) nach Angaben des Herstellers analysiert144 und die Werte auf die Gewichte der 
Kotproben normiert. 
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2.9.4 Uterusuntersuchung 
Es wurden insgesamt 5 Uteri von geplugten KO-Weibchen 5,5 bzw. 6,5 Tage nach erfolgter 
Verpaarung mit KO-Männchen untersucht. Als geplugt werden hier Weibchen bezeichnet, 
bei welchen am Folgetag nach Beginn der Verpaarung ein Ejakulationspfropfen (Plug) in bzw. 
an der Vagina zu beobachten war (Plug-Check). Als Kontrolle wurden 3 vergleichbare Uteri 
von geplugten WT-Weibchen untersucht, welche mit WT-Männchen verpaart wurden. Alle 
Uteri wurden aus den Weibchen präpariert, mit 1x PBS gewaschen und unter dem 
Stereomikroskop fotografiert (Canon PowerShot S110).  
 
2.10 Analyse des kardialen Systems 
2.10.1 Messung der Herzfrequenz und des Blutdrucks von Mäusen unter normalen Be-
dingungen sowie unter Stresssituationen 
GWAS wiesen auf eine Verbindung zwischen Varianten des GPR133 und einer veränderten 
Herzfrequenz im Menschen hin109,110. Aus diesem Grund wurde auch bei Mäusen die 
Herzfrequenz sowie gleichzeitig der systolische und diastolische Blutdruck im nicht-sedierten 
Zustand an drei bis sechs aufeinanderfolgenden Tagen mittels BP-2000 Analysis System (tail-
cuff system, Visitech Systems, Inc.; Apex, NC, USA) untersucht. Zuvor wurden die Mäuse an 
drei bis vier Testtagen an den Ablauf der Messung gewöhnt. Sowohl an den Testtagen als 
auch an den eigentlichen Messtagen wurden mittels Schwanzmanschette der Blutdruck und 
die Herzfrequenz 20 Mal hintereinander bei RT gemessen. Eine Einzelmessung dauerte dabei 
etwa 55 s. Zwischen den Einzelmessungen gab es eine Pause von 5 s. Die ersten zehn 
Einzelmessungen wurden ausschließlich als Adaptionsphase durchgeführt und nicht 
aufgezeichnet. Aus den Einzelmessungen 11 bis 20 wurde schließlich der Mittelwert be-
stimmt. Einzelwerte mit einer Abweichung von mehr als zwei Standardabweichungen zum 
Mittelwert wurden von der Analysesoftware automatisch entfernt. Die Plattentemperatur 
wurde konstant auf 36 °C eingestellt, während die Umgebungstemperatur bei 20-21 °C lag. 
Die Mäuse waren bei der Untersuchung 3 bis 5 bzw. 8 bis 10 Monate alt. 
Der Effekt von höheren (35±1 °C) und niedrigeren Umgebungstemperaturen (12±1 °C)145 auf 
die Herzfrequenz und den Blutdruck der Mäuse wurde in einer Wärme- (Memmert GmbH, 
Schwabach, Deutschland) und einer Kühlkammer (Liebherr, Bulle FR, Schweiz) untersucht. 
Die Temperatur wurde dabei in Echtzeit mit einem elektrischen Thermometer (Ama-digit ad 
14th, Amarell Electronc GmbH, Kreuzwertheim, Deutschland) direkt über der Apparatur 
nachvollzogen. Zunächst wurden die 8 bis 10 Monate alten Mäuse an den bereits 
beschriebenen Ablauf der Messung an drei Testtagen bei RT gewöhnt. Die eigentliche 
Messung wurde an sechs zusammenhängenden Tagen durchgeführt. Am ersten Tag wurden 
die Mäuse erneut bei RT gemessen, gefolgt von zwei Tagen bei 35 °C, einem weiteren Tag 
bei RT und schließlich zwei Tagen bei 12 °C. An den beiden letzten Messtagen bei 12 °C 
wurde die Plattentemperatur zusätzlich von 36 °C auf 34 °C herabgesetzt. 
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Ebenfalls wurde der Effekt eines β-Adrenozeptor-Agonisten auf Herzfrequenz und Blutdruck 
durch die intraperitoneale Injektion von 75 ng/g Körpergewicht146 Isoprenalin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 0,9 % NaCl (Karl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) 
untersucht. An drei Testtagen wurde den 8 bis 10 Monate alten Mäusen jeweils das gleiche 
Volumen 0,9 % NaCl direkt vor der Messung der kardiovaskulären Parameter injiziert. Am 
eigentlichen Messtag erfolgte zunächst eine Messung wie oben beschrieben nach direkter 
Injektion von 0,9 % NaCl. Jeweils zwei Stunden später wurde den Mäusen Isoprenalin 
injiziert und erneut Frequenz und Blutdruck bestimmt. Hier wurden insgesamt 30 
Einzelmessungen hintereinander durchgeführt, wobei nur die ersten fünf nicht aufge-
zeichnet wurden, gefolgt von einer weiteren Messreihe mit 20 Einzelmessungen exakt 2,5 h 
nach Isoprenalin-Injektion, wobei die ersten 10 Messungen ebenfalls wie oben beschreiben 
nicht aufgezeichnet wurden. 
 
2.10.2 Echokardiographie 
Die echokardiographische Untersuchung insbesondere der morphologischen Untersuchung 
der Ventrikel von 17 männlichen WT- und 18 männlichen KO-Mäusen im Alter von 3 bis 4 
Monaten wurde in Kollaboration mit der Kardiologie des Herzzentrums Leipzig unter der 
Leitung von PD Dr. Volker Adams durchgeführt. Die Untersuchung erfolgte mittels Vevo 770 
System (Visual Sonics Europe, Amsterdam) im M-Modus unter Verwendung des 
Ultraschallgels Aquasonic 100 (Parker Laboratories, Fairfield, NJ, USA). Dafür wurden die 
Mäuse mit einem 5 Vol.-%igen Isofluran/Sauerstoffgemisch anästhesiert. Danach erfolgte die 
Dosierung kontinuierlich bei 1,5 Vol.-%. Es wurden das linksventrikuläre enddiastolische 
(EDV) und endsystolische Volumen (ESV), die Wanddicke (EDWT/ESWT) sowie die 
Ejektionsfraktion (EF) bestimmt. Zusätzlich wurde aus dem enddiastolischen (EDD) und 
endsystolischen Durchmesser (ESD) das in der Fachwelt als Verkürzungsfraktion (FS, 
fractional shortening) bezeichnete Maß nach folgender Formel berechnet: (EDD-ESD)/EDD. 
Die Morphologie und Funktionalität der Herzklappen von drei männlichen WT- und vier 
männlichen KO-Mäusen wurden gesondert in der Pädiatrischen Kardiologie des Universitäts-
klinikums Erlangen unter der Leitung von Dr. Muhannad Alkassar mittels Vevo 3100 Imaging 
System (Fujifilm VisualSonics Inc, Toronto, Canada) untersucht. 
 
2.10.3 Laufband 
Um die physische Leistungsfähigkeit der Mäuse zu untersuchen, wurde die maximale 
Laufstrecke von insgesamt 17 männlichen WT- und 18 männlichen KO-Mäusen im Alter von 
3 bis 4 Monaten auf einer Laufband-Vorrichtung mit einem Anstieg von 25° analysiert, bis 
diese aufgrund körperlicher Erschöpfung nicht mehr weiterlaufen konnten. Dabei wurden 
drei Mäuse gleichzeitig auf voneinander abgegrenzten Bahnen unabhängig untersucht. Das 
Programm startete mit einer Geschwindigkeit von 0,21 m/s für 5 min. Danach wurde die 
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Geschwindigkeit schrittweise alle 2 min um 0,025 m/s erhöht, bis die Mäuse nicht mehr 
weiterliefen und sich in die Ruhezone zurückfallen ließen. Als Anreiz für das Weiterlaufen 
wurde zwischen der Lauf- und Ruhezone ein Gummihandschuh befestigt, der bei Berührung 
einen Fluchtimpuls auslöste. Auf diese Weise konnte die maximal zurückgelegte Strecke bis 
zum tatsächlichen Erschöpfungspunkt simuliert werden. Jede Maus wurde zuvor an drei 
aufeinanderfolgenden Testtagen an den Ablauf des Versuchs bei gleichbleibender Geschwin-
digkeit von 0,21 m/s für 12 min gewöhnt. Während dieser Trainingsphase entschied der 
Versuchsleiter, Mäuse aus der Ruhezone zurück auf das Laufband zu setzen. 
 
2.10.4 Fibroblastenquantifizierung im Herz  
Die Herzen von jeweils vier WT- und KO-Mäusen im Alter von 2 bis 3 Monaten wurden 
präpariert und in 1x PBS gewaschen. Danach wurden die Organe auf Eis in etwa 1 mm3 große 
Teile geschnitten und auf fünf 2 ml Gefäße aufgeteilt. Zu jeder Probe wurden anschließend 
1,5 ml Verdau-Lösung (Tabelle A2 im Anhang) hinzugegeben und die Proben für 5 min bei 
37 °C und 700 rpm im Thermomixer inkubiert. Nach einer weiteren Minute wurde der 
Überstand abgesaugt und zu den Proben erneut 1,5 ml Verdau-Lösung hinzugegeben. 
Diesmal wurden die Proben für 15 min bei 37 °C und 700 rpm inkubiert und von den 
jeweiligen fünf Teilen eines Herzens die Überstände anschließend in jeweils 10 ml 
Fibroblasten-Medium auf Eis überführt. Der letzte Schritt wurde drei weitere Male 
wiederholt, bis die Herzen vollständig aufgelöst waren. Die vereinzelten Zellen wurden 
danach für 5 min bei 300 xg und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf 5810 R) und das Zellpellet in 
jeweils 4 ml Fibroblasten-Medium resuspendiert. Abschließend wurden die Zellen im 12-
well-Format in drei wells für 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und mit 1x PBS gewaschen. 
Die Quantifizierung der adherenten Zellen erfolgte mittels Celigo Imaging Cytometer 
(Nexcelom Bioscience LLC, Lawrence, MA, USA). Die Vorgehensweise beruht auf einem 
Protokoll von Zafeiriou et al.147. 
 
2.10.5 Kollagenfärbung in Herzschnitten 
Zum Nachweis einer möglichen vorliegenden kardialen Fibrosierung wurden Kollagene in 
Herzschnitten mittels Pikro-Siriusrot-Färbung visualisiert. Die Färbung erfolgte in Zusammen-
arbeit mit PD Dr. Albert Ricken des Instituts für Anatomie der Universität Leipzig. Dazu 
wurden die Herzen von einer 7 Monate alten WT- und einer gleichaltrigen KO-Maus 
entnommen, in 1x PBS gewaschen und in 4 % Formalin fixiert. Nach Dehydratisierung in 
einer Alkohol-Reihe wurden die Herzen eingebettet und in 7 µm-Abständen geschnitten. Die 
Färbung erfolgte über 60 min (ab150681, Abcam, Berlin, Deutschland) gefolgt von zwei 
Waschschritten mit 5 % Essigsäurelösung und 100 % Ethanol. Die Aufnahme erfolgte mit 
dem Axioplan 2 Lichtmikroskop (Zeiss, ausgerüstet mit ProgRes C3-Kamera und ProgRes 
CapturePro 2.8.8, Jenoptik, Jena, Deutschland). 
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2.10.6 Untersuchung von Herzschnitten mittels Transmissionselektronenmikroskopie 
Die Herzen von jeweils drei 9 Monate alten männlichen WT- und KO-Mäusen wurden 
präpariert, in 1x PBS gewaschen und die Ventrikel in jeweils 1 mm3 große Würfel mit einer 
Mikrotomklinge geschnitten. Anschließend wurden die Proben in 2 ml-Gefäßen fixiert (16 % 
PFA und 25 % Glutaraldehyd in 0,2 M PIPES) und bei 4 °C gelagert. Das Schneiden der Proben 
und die transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden am Department 
Biomedizin des Instituts für Anatomie der Universität Basel unter der Leitung von Prof. Dr. 
Volker Spindler und Dr. Camilla Schinner durchgeführt. 
 
2.11 Untersuchung der Muskelfunktion 
2.11.1 Untersuchung der Muskelkontraktilität von Geweberingen der Harnblase 
Die kontraktile Fähigkeit glatter Muskeln in der Harnblase wurde in insgesamt 17 
männlichen WT- und 18 männlichen KO-Mäusen im Alter von 3 bis 4 Monaten untersucht. 
Dafür wurden die Harnblasen zunächst entnommen, mit 1x PBS (Thermo Fisher Scientific, 
Darmstadt, Deutschland) gewaschen und jeweils mittig orthogonal zur Harnröhre Ge-
weberinge mit einem selbstgebauten Skalpell mit paralleler Doppelklinge geschnitten. Der 
Abstand zwischen den beiden Klingen und damit die resultierende Ringdicke der 
Harnblasenringe betrug 1,34 mm. Anschließend wurden die Ringe gewogen und jeweils in 
eine Wassertank-Vorrichtung zwischen einem starren Metallstift und einem beweglichen 
Haken gespannt, welcher wiederum mit einem Kraftmesser (TIM-1030) und Verstärker-
System (MIO-0504 DC; Föhr Medical Instruments GmbH, Ober-Beerbach) verbunden war. 
Der Tank wurde mit einer Krebs-Henseleit-Lösung (118 mM NaCl, Roth; 25 mM NaHCO3, 
Roth; 4,7 mM KCl, AlliedSignal; 1,2 mM KH2PO4, Merck; 1,2 mM MgSO4 x 7 H2O, Roth; 
2,5 mM CaCl2 x H2O, Merck; 5,5 mM Glucose x H2O, Roth; Carbogen-Gas, Linde; pH 7,4; 
22 °C) gefüllt, welche vor und während des gesamten Experiments kontinuierlich mit 
Carbogen begast wurde. Nach einer Equilibrierungszeit von 3 min wurden die Blasenringe 
jeweils in gleicher Weise mechanisch auf eine Basalspannung äquivalent zu der gemessenen 
Kraft von 1,0 mN gespannt und erneut für 5 min in der physiologischen Lösung equilibriert. 
Danach wurden die Harnblasenproben mittels Carbachol stimuliert, indem die Gesamt-
konzentration im Tank alle 60 s schlagartig erhöht wurde. Als initiale Konzentration wurde 
0,1 µM Carbachol gewählt, gefolgt von den Konzentrationen 0,5, 1, 5, 10, 50 und 100 µM. 
Anschließend wurde der Tank dreimal entleert und wieder gefüllt mit der Krebs-Henseleit-
Lösung. Nach erneuter Equilibrierungszeit von 5 min wurden die Harnblasenringe mit 2 M 
KCl stimuliert. Während des gesamten Experiments wurden die gemessenen Kräfte in 
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2.11.2 Untersuchung der Muskelkontraktilität von Dünndarmstreifen 
Auch im Dünndarm wurde die Kontraktilität der glatten Muskulatur überprüft. Dafür wurden 
bei jeweils 7 WT- und KO-Männchen im Alter von 3 bis 4 Monaten sowie bei jeweils 7 WT- 
und KO-Weibchen im Alter von 8 bis 10 Monaten ein exakt 1,0 cm langer Teil des Ileums 
beginnend 3,0 cm vor dem Übergang in den Dickdarm entnommen, der darin befindliche Kot 
ausgestrichen und in 1x PBS gewaschen. Die beiden Schnittebenen lagen hier orthogonal zur 
Dünndarmrichtung. Die Dünndarmstreifen wurden anschließend gewogen und wie bereits in 
Kapitel 2.11.1 beschrieben zwischen Metallstift und Haken gespannt. Dafür wurden die 
äußeren beiden Enden der Proben nach jeweils dem gleichen Vorgehen durchstochen. Als 
Medium wurde erneut eine Krebs-Henseleit-Lösung hergestellt. Nach einer Equilibrierungs-
zeit von 3 min in Lösung wurden die Streifen zunächst mechanisch für 4 Umdrehungen 
mittels Stellschraube vorgespannt. Nach 2 min erfolgten zwei weitere Umdrehungen sowie 
eine Equilibrierungsphase von 10 min in der physiologischen Lösung. Die Kontraktionsmes-
sung erfolgte nach einmaliger Zugabe von 50 µM Carbachol. Anschließend wurde der Tank 
dreimal entleert und wieder gefüllt mit der physiologischen Lösung. Nach einer weiteren 
Equilibrierungszeit von 3 min wurden die Dünndarmstreifen abschließend mit 2 M KCl 
stimuliert. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 2.11.1 beschrieben. 
 
2.11.3 Untersuchung der Muskelkontraktilität des Zwerchfells und des Unterschenkel-
muskels   
Im Zuge der Muskelkontraktilitätsmessungen in Geweben mit hohem Anteil glatter 
Muskulatur wurden auch Gewebe mit Skelettmuskulatur wie das Zwerchfell (Diaphragma) 
und der Unterschenkelmuskel (Soleus) von jeweils zehn männlichen WT- und KO-Mäusen im 
Alter von 3 bis 4 Monaten untersucht. Die Untersuchung wurde in Kollaboration mit der 
Kardiologie des Herzzentrums Leipzig von Scott Bowen unter der Leitung von PD Dr. Volker 
Adams durchgeführt. Für die Messung wurden jeweils gleich große Gewebestreifen 
präpariert und diese mit 1x PBS gewaschen. Der weitere Vorbereitungsablauf war analog zu 
Kapitel 2.11.2. Die Stimulation der Muskelproben wurde hier hingegen mittels Platin-
elektrode (700 mA; 500 ms Impulsfolge; 0,25 ms Dauer) realisiert unter Zuhilfenahme eines 
bipolaren Stimulators/Verstärkersystems (Grass S88, Grass Technologies/ 701C, Aurora 
Scientific Inc.) wie bereits von Bowen et al. publiziert148. Nach einer Equilibrierungszeit von 
15 min wurde bei diesem Versuch mittels Kraftmesser (FORT250, World Precision 
Instruments Inc.) das Verhältnis zwischen Kraft und Frequenz untersucht und mit einem 
Auswertsystem (PowerLab 8/30, ADInstruments) aufgezeichnet. Als Frequenzen wurden 1, 
15, 30, 50, 80, 120, 150 sowie 300 Hz gewählt. Zwischen den Stimulationen erfolgte jeweils 
eine Pause von 1 min. Nach der Messung wurde die Länge der Muskelstreifen exakt mittels 
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2.11.4 Untersuchung der Darmpassagezeit mit Dextranblau 
Der Verdauungstrakt bzw. speziell die Speiseröhre und der Magen-Darm-Trakt bestehen aus 
einem hohen Anteil glatter Muskulatur. Um deren Funktion auch unter in-vivo-Bedingungen 
zu testen, wurden 7 WT- und 8 KO-Männchen im Alter von 3 bis 4 Monaten sowie 6 WT- und 
8 KO-Weibchen im Alter von 8 bis 10 Monaten jeweils 200 µl der nicht-absorbierbaren 
Flüssigkeit Dextranblau (20 mg/ml) oral verabreicht und der Kot jeder Maus stündlich über 
einen Zeitraum von 8 h gesammelt149. Vor und während des Versuchs konnten die Mäuse 
unverändert ihre Nahrung zu sich nehmen. Da Mäuse nachtaktiv sind, wurde der Versuch 
über Nacht durchgeführt. Die Kotproben wurden gewogen und jeweils in 500 µl 1x PBS 
(Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) mittels Precellys 24 Homogenisator (2x 
20 s bei 5.000 rpm; Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, Frankreich) aufgelöst. 
Nach Zentrifugation (Heraeus Pico 17) für 10 min bei 13.000 rpm wurden jeweils 50 µl des 
Überstandes jeder Probe in Dreifachbestimmung photometrisch bei 620 nm analysiert 
(Tecan Sunrise, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland) und auf diese Weise das 
ausgeschiedene Dextranblau quantifiziert. Da durch Schwebteilchen im Überstand die 
Messung beeinflusst wurde, wurde zusätzlich eine lineare Eichgerade als 
Nullwertbestimmung für jede Probenmenge aufgenommen. Dafür wurden insgesamt 20 
verschieden schwere Kotproben ohne Dextranblau in Dreifachbestimmung untersucht 
(Abbildung A22 im Anhang). Folglich wurde für die Bestimmung von Dextranblau jeder 
Messwert nach dieser Formel korrigiert:  
                                                   (            [ ]      )  
 
2.12 Proteinquantifizierung in Herz und Harnblase mittels Western Blot 
Um die in der Transkriptom-Analyse gefundenen Genregulationen (Kapitel 2.7) zwischen WT 
und KO auch auf Proteinebene zu verifizieren, wurde die Expression ausgewählter Proteine 
mit der Western Blot-Technik untersucht. Von jeweils 9 männlichen WT und KO-Mäusen im 
Alter von 8 bis 10 Monaten wurden dafür die Herzen und Harnblasen entnommen und diese 
in gekühltem 1x PBS (Gibco®; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) gewaschen. 
Anschließend mussten die Gewebestrukturen und Zellverbände aufgelöst und die Zellen 
aufgeschlossen werden. Dafür wurden die Proben zunächst mit einem Skalpell in kleine 
Gewebestücke von maximal 1 mm3 zerkleinert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
Danach wurden die Proben auf Eis aufgetaut und jede Herzprobe in 1,8 ml und jede 
Harnblasenprobe in 0,5 ml RIPA-Puffer (R0278, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) inklusive 
Proteaseinhibitor (eine Tablette pro 50 ml RIPA-Puffer, cOmpleteTM Protease inhibitor 
cocktail tablets, Roche, Mannheim, Deutschland) homogenisiert. Hier wurde erneut der 
Precellys 24 Homogenisator (5x 30 s bei 6.000 rpm; Bertin Technologies, Montigny-le-
Bretonneux, Frankreich) mit drei Glaskugeln, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, verwendet. Es 
folgte eine Ultraschallbehandlung für insgesamt 2,5 min (über 5 min im Zyklus 10/10 s 
Ultraschall/Pause) mit einer Leistung von 120 W (HR-30/1, VEB ZFT Mikroelektronik, 
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Dresden, Deutschland). Die Proteinisolation wurde schließlich mit einer 2 h-Phase im Über-
kopf-Schüttler (Heidolph Reax 2) bei 4 °C und Zentrifugation (Heraeus Biofuge fresco) für 
20 min bei 13.000 rpm und 4 °C abgeschlossen. Der Überstand wurde jeweils in ein neues 
Gefäß überführt und die Proteinkonzentration mit dem PierceTM BCA Protein Assay Kit 
(Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers 
bestimmt150. 
Die Quantifizierung der Proteine erfolgte mittels diskontinuierlicher Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot. Untersucht wurden Myosin-
Leichtkette 7 (MYL7, Myosin Light Chain 7), Myosin-Leichtkette 9 (MYL9, Myosin Light Chain 
9), Myosin-Schwerkette 7 (MYH7, Myosin Heavy Chain 7) und Tropomyosin 3 (TPM3) in 
Herzproben sowie Aktin (ACTA/ACTB), Myosin-Leichtkette 2 (MYL2, Myosin Light Chain 2), 
Myosin-Leichtkette 12b (MYL12b, Myosin Light Chain 12b) und ebenfalls Tropomyosin 3 
(TPM3) in Harnblasenproben. In der SDS-PAGE wurden alle Proteine in den jeweiligen 
Proben in einem Polyacrylamidgel nach Größe getrennt. Für MYH7 wurde ein bereits fertiges 
Gel mit einem Porengradienten verwendet (Mini-Protean TGX precast, 4-15 % Gradient, Bio-
Rad Laboratories, Inc, Hercules, CA, USA). Für alle weiteren Proteine wurden die Gele 
zunächst hergestellt (15 % Trenngel und 4 % Sammelgel). Anschließend wurden die 
Proteinproben (jeweils 30 µg Protein für ACTA/ACTB, MYL7, TPM3; 100 µg für MYL2, MYL9, 
MYL12b, MYH7) in Laemmli-Puffer (mit β-Mercaptoethanol) für 7 min bei 95 °C denaturiert 
und die Proben anschließend in die Geltaschen geladen. Die Proteintrennung erfolgte für 
120 min bei 110 V. Alle Geräte und Kammern sowie Systeme wurden von Bio-Rad (Bio-Rad 
Laboratories, Inc, Hercules, CA, USA) verwendet. Danach wurden die Proteine aus dem 
jeweiligen Gel auf eine Nitrozellulose-Membran (AmershamTM ProtranTM Premium, 0,45 µm; 
GE Healthcare Life Sciences, Amersham, Großbritannien) für 2 h bei 180 mA unter semi-dry-
Bedingungen (halb-trocken) mittels Western Blot-Kammer (Biometra Fastblot B43, Analytik 
Jena AG, Jena, Deutschland) übertragen. Bei MYH7 wurde zusätzlich neben semi-dry die 
Übertragung mittels Tank Blot-System für 20 h bei 4 °C durchgeführt (Bio-Rad Laboratories, 
Inc, Hercules, CA, USA). 
Die Übertragung der auf die Membranen geblotteten und immobilisierten Proteine (Gesamt-
proteinmenge) wurde mit der Ponceau S-Färbung (0,2 %, Serva Feinbiochemica GmbH & Co, 
Heidelberg, Deutschland) nachvollzogen. Gleichzeitig wurden die Gele auf noch mögliche 
zurückgebliebene Proteine mit Coomassie-Brillant-Blau (Instant BlueTM, Expedeon Ltd, Over, 
Großbritannien) untersucht. Danach wurden die Membranen für 1 h bei RT in 5 % bovinem 
Serumalbumin (BSA, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland; in 1x TBS-T) 
geblockt, um unspezifische Bindungen der AK zu minimieren und um freie Bindungsstellen zu 
blockieren. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit TBS-T für jeweils 10 min bei RT und die 
anschließende Behandlung mit dem primären AK über Nacht bei 4 °C. Am Folgetag wurden 
die Membranen erneut dreimal gewaschen und für 1 h bei RT mit dem sekundären AK 
behandelt. Nach einem weiteren dreiteiligen Waschschritt wurde die mit dem jeweiligen 
sekundären AK-gekoppelte Peroxidase mittels Chemilumineszenz-Kit (Super SignalTM West 
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Pico Plus Chemiluminescent Substrate; Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) sowie 
Molecular Imager® (ChemiDocTM XRS+ mit Image LabTM 6.0.1 Software, Bio-Rad Laboratories, 
Inc, Hercules, CA, USA) visualisiert. 
Die Intensitäten der entstandenen Banden wurden schließlich mit ImageJ (Wayne Rasband) 
quantifiziert und auf die jeweilige Bandenintensität des Referenzproteins GAPDH normiert. 
Die Visualisierung von GAPDH erfolgte bei MYL2, MYL7, MYL9, MYL12b und MYH7 parallel 
zur Visualisierung der Zielproteine, indem direkt nach der Ponceau-Färbung die Membranen 
bei 25 kDa (MYL2, MYL7, MYL9 und MYL12b) bzw. 70 kDa (MYH7) horizontal in zwei Teile 
geschnitten wurden. Bei Aktin und TPM3 wurden die AK nach der Visualisierung der 
Zielproteine mittels Stripping-Puffer für 1 h bei 50 °C entfernt, die Membranen gewaschen 
und erneut für 1 h bei RT in 5 % BSA geblockt. Alle weiteren Schritte erfolgten wie bereits 
beschrieben. Alle verwendeten AK sind mit Angaben zur Spezifität, zum Wirtsystem, zur 
Verdünnung, zur Klonalität, zum Hersteller und zur erwarteten Proteingröße im Anhang in 
Tabelle A5 zusammengefasst. 
In Testläufen wurde festgestellt, dass die Quantifizierung von Banden mit exakt derselben 
Probe und der gleichen aufgetragenen Proteinmenge zwar innerhalb einer Membran zu 
gleichen Werten führte, von Membran zu Membran es jedoch zu Schwankungen kam. Als 
Hauptgrund kann dafür eine jeweils unterschiedliche Expositionszeit bei der Chemilumi-
neszenzmessung genannt werden. Demnach wurde eine Spur jedes Gels mit exakt derselben 
WT-Probe beladen und anschließend alle normierten Bandenintensitäten gegen diese WT-
Probe standardisiert. 
 
2.13 Untersuchung der Wirbelsäulenstruktur 
2.13.1 Röntgen-Untersuchung 
Im Gpr133-KO-Zebrafisch wurden morphologische Veränderungen der Wirbelsäule beobach-
tet. In der Maus wurde aus diesem Grund die Wirbelsäule in Kollaboration mit dem Institut 
für Kinderradiologie unter Leitung von Prof. Dr. Franz Wolfgang Hirsch mittels Röntgen 
untersucht. Dafür wurden jeweils 14 WT- und KO-Mäuse im Alter von 4 bis 6 Monaten mit 
einer letalen intraperitonealen Dosis Ketamin (300 mg/kg; WDT eG, Garbsen, Deutschland) 
und Xylazin (30 mg/kg; Rompun®, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) sediert. Die 
Röntgen-Aufnahmen erfolgten mittels Axiom Aristos FX Plus (Siemens) unter den 
Einstellungen default, 40 KV, 10 mAs und 500 ms. Bei allen Mäusen wurden nach der Cobb-
Methode151 der thorako-zervikale und der thorako-lumbale Cobb-Winkel wie im Anhang in 
Abbildung A23A gezeigt bestimmt. Die Mäuse wurden nach dem Tod für weitere Versuche 
wie z. B. die computertomographische Untersuchung verwendet. 
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2.13.2 Computertomografie (CT) 
Neben dem Röntgen wurde die Wirbelsäule der Mäuse auch mittels CT-Technologie näher 
untersucht. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Untersuchung der Wirbelkörper 
sowie der Knochenmineraldichte gelegt, welche in Kollaboration mit Dr. Anja Penk des 
Instituts für Medizinische Physik und Biophysik der Universität Leipzig erfolgte. 13 WT- und 
12 KO-Mäuse im Alter von 4 bis 6 Monaten wurden dafür direkt nach dem Tod in 
selbstgebaute etwa 30 ml große Plastikgefäße überführt und gerade ausgerichtet. Die 
Gefäße wurden so mit Papier befüllt, dass die Mäuse bei Rotation des Gefäßes während der 
Messung nicht verrutschen konnten. Die CT-Messung erfolgte mittels XR 4.0 Expert Unit 
(Phywe, Göttingen, Deutschland) mit Wolfram-Quelle bei 35 kV sowie 1 mA. Für die 
Aufhärtung der Strahlung wurde eine 0,3 mm dicke Aluminiumfolie verwendet. Aufgrund der 
Größe der selbstgebauten Messeinheit mussten, um die Mäuse vollständig aufzunehmen, 
drei überlappende Messungen nacheinander durchgeführt werden. Die einzelnen 3D-Bilder 
wurden anschließend digital zusammengefügt. Untersucht und bestimmt wurden speziell in 
den Lendenwirbeln L4 bis L6 der Hydroxylapatitgehalt (Knochenmineraldichte), die mittlere 
Gesamtfläche sowie die Fläche des Rückenmarks in der mittleren Wirbelebene, die 
durchschnittliche dorsal-ventrale Ausdehnung der Wirbel, der Abstand der Querfortsätze in 
den jeweiligen Wirbeln sowie der Abstand zwischen den mittleren Wirbelebenen. Zur 
Veranschaulichung sind im Anhang in Abbildung A23B-D die gemessenen Bereiche bzw. 
Maße dargestellt. Für die Analyse aller Werte wurden ImageJ/Fiji, VolView (Kitware) und 
Matlab (MathWorks) verwendet. Für die Standardisierung der Knochendichte wurden 
zusätzlich CT-Aufnahmen mit einem MicroCT-HA D20-Phantom (QRM GmbH, Möhrendorf, 
Deutschland) durchgeführt. 
 
2.13.3 Kernspinresonanz-Analyse (NMR) 
Neben dem Hydroxylapatitgehalt ist auch die Quantifizierung von Kollagen in Knochen ein 
wichtiger Parameter, um die Knochendichte einzuschätzen. Auch diese Analyse wurde in 
Kollaboration mit Dr. Anja Penk des Instituts für Medizinische Physik und Biophysik der 
Universität Leipzig durchgeführt. Es wurden die Lendenwirbel L3 bis L6 von jeweils 6 WT- 
und KO-Männchen im Alter von 4 bis 8 Monaten sowie von 6 WT- und 8 KO-Weibchen im 
Alter von 9 bis 10 Monaten präpariert und das umliegende Gewebe soweit möglich entfernt. 
Anschließend wurden die Proben mit einem Mörser zerkleinert und auf jeweils zwei 4 mm 
MAS (Magic Angle Spinning)-Rotoren mit einem Volumen von 50 µl aufgeteilt. Die NMR-
Messung wurde mit dem Bruker Avance III 600 NMR Spectrometer (Bruker BioSpin GmbH, 
Rheinstetten, Deutschland) bei 600,1 MHz für 1H sowie bei 150,9 MHz für 13C durchgeführt. 
Folgende Einstellungen wurden getroffen: 277 K; MAS-Frequenz 7 kHz; 1H Anregung 4 µs; 
Kontakt 0,7 ms; Kreuzpolarisationsphase bei Impulsfolge 35 kHz; 1H Spinal-64-Entkopplung 
69 kHz; Verzögerung 2,5 s; 4k-Aufnahme. Die chemische Verschiebung von 13C wurde mittels 
Tetramethylsilan standardisiert und die Quantität von L-4-Hydroxyprolin als Maß für den 
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Kollagengehalt bestimmt sowie gegen das Probengewicht normiert. Als Quantitätskontrolle 
wurde Polyoxymethylen (POM) verwendet und gegen die Probenmenge gewichtet. 
 
2.13.4 Rasterkraftmikroskopie (AFM) des Nucleus pulposus 
Für die Untersuchung der Festigkeit des Nucleus pulposus wurde die AFM-Technologie 
eingesetzt. Dieser Versuch wurde in Kollaboration mit Dr. Thomas Fuhs der Fakultät für 
Physik und Geowissenschaften der Universität Leipzig durchgeführt. Von jeweils 9 männli-
chen WT- und KO-Mäusen im Alter von 2 bis 9 Monaten wurde pro Maus genau eine 
Bandscheibe zwischen den Schwanzwirbeln 8 und 11 präpariert. Die Präparation wurde 
dabei soweit möglich in Ringer-Lösung bei RT durchgeführt. Die Schwanzwirbel wurden 
freigelegt, Sehnen und Bänder entfernt. Für die Trennung der Bandscheiben von den 
Wirbelkörpern wurde eine Mikrotomklinge eingesetzt. Anschließend wurden die 
Bandscheiben jeweils mit einer der Schnittebenen auf ein Deckglas geklebt (Histoacryl 
Gewebekleber, B. Braun, Melsungen, Deutschland) und die andere Schnittebene in Ringer-
Lösung mittels Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland) inklusive Nanowizard 4 
(300x300x300 µm HybridStage™, JPK BioAFM, Berlin, Germany) analysiert. Jede Band-
scheibenprobe wurde in mindestens fünf aneinander grenzenden 100x100 µm großen 
Bereichen (maps) untersucht. Für jeden Bereich wurde die Kraftmessung in 10 µm-
Abständen insgesamt 100x durchgeführt. Die Daten, abgeleitet aus Kraft-Eindringtiefen-
Kurven, wurden anschließend mittels Matlab (MathWorks) ausgewertet.  
Apoptotische Vorgänge spielen bei der Untersuchung von Geweben und deren Festigkeit 
eine große Rolle. Aus diesem Grund wurde die Vitalität mehrerer Bandscheiben nach 24 min, 
73 min, 78 min und 86 min untersucht. Dafür wurden die Bandscheiben wie oben 
beschrieben präpariert und die Caspase-Aktivität in einer 48-well-Platte in einem Volumen 
von 1 ml Ringer-Lösung mit dem CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent (1:1.000, 
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) visualisiert. Die Zellkerne wurden 
zusätzlich mit Hoechst (1:2.000) gefärbt. Die Aufnahme erfolgte mit dem Celigo Imaging 
Cytometer (Nexcelom Bioscience LLC, Lawrence, MA, USA). 
 
2.13.5 Bestimmung der Zellgröße im Nucleus pulposus 
Die mittels Rasterelektronenmikroskopie untersuchten Bandscheiben wurden über Nacht 
mit Formalin (HT5011, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fixiert und mit dem Axio Observer 
Z1 (Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland; inklusive Spinning-Disc Yokogawa CSU-X1A5000, 
Musashino, Japan) konfokalmikroskopisch in 20 µm-Schritten untersucht. Die Untersuchung 
wurde in Kollaboration mit Dr. Thomas Fuhs der Fakultät für Physik und Geowissenschaften 
der Universität Leipzig durchgeführt. Die mittels Orca Flash 4.0-Kamera (Hamamatsu 
Photonics, Hamamatsu, Japan) aufgenommenen Bilder wurden anschließend in Matlab 
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analysiert und ausgehend von einem selbstgewählten Zentrum in der Mitte der Bandscheibe 
die Zellquantität pro Fläche in zehn ringförmigen Arealen mit jeweils einer Ringdicke von 
46 µm ermittelt. Die äußere Begrenzung wurde folglich auf 460 µm festgelegt. Jede 
Bandscheibe wurde in mindestens zwei verschiedenen Ebenen untersucht. Pro Bandscheibe 
wurde ein Durchschnittswert ermittelt und die mittlere Zellgröße berechnet.  
 
2.14 Funktionelle in-vitro-Untersuchungen des Notch-Signalwegs 
In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Prof. Dr. Dr. Ines Liebscher, Rudolf-Schönheimer-
Institut für Biochemie, Universität Leipzig) wurde eine Verbindung zwischen dem Gpr133 
und dem Notch-Signalweg im Zebrafisch vermutet. Ob diese Verbindung auch in 
verschiedenen Zelllinien gefunden werden kann, wurde hier untersucht. Dafür wurden 
Konstrukte des humanen GPR133 in HEK-293-Zellen transfiziert. Insgesamt wurden 16 bis 
24 h zuvor im 12-well-Format jeweils 300.000 Zellen in DMEM (Dulbecco's minimum 
essential medium; Gibco®; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) mit 10 % 
bovinem Kälberserum (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) und 100 U/ml 
Penizillin (Roche, Basel, Schweiz) sowie 100 μg/ml Streptomycin (Roche, Basel, Schweiz) 
ausgesetzt und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Die Transfektion von jeweils 1 µg Konstrukt-
DNA pro Ansatz erfolgte bei einer Zell-Konfluenz von 80 % mittels Lipofectamine 2000 
(Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers152. 
Neben dem GPR133-Konstrukt wurde als Positivkontrolle ein daueraktives CTF-GPR133-
Konstrukt sowie als Negativkontrolle der pcDps-Leervektor verwendet, welche von Liebscher 
et al. bereits beschrieben wurden71. Fünf Stunden nach Transfektion wurde das Medium 
gewechselt und die Zellen wie oben beschrieben über Nacht inkubiert. Danach erfolgte eine 
Stimulationsphase von 5 h. Als Stimulanz wurden hypotones Medium (DMEM mit einer 
reduzierten NaCl-Konzentration von 3,5 g/l), 500 µM des von der Stachelsequenz des 
GPR133 abgeleiteten Peptids pGPR133 in DMSO, 10 µM Forskolin (Fsk; Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) in DMEM als Adenylylzyklase-Stimulator, 500 µM 3-Isobutyl-1-
methylxanthin (IBMX; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in DMEM als cAMP-Phospho-
diesterase-Hemmer sowie als Kontrolle normales isotones DMEM (Normalmedium, NaCl-
Konzentration von 6,4 g/l) und 0,5 % DMSO (Roth, Karlsruhe, Deutschland) in DMEM 
eingesetzt. Anschließend wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 1x PBS (Gibco®; 
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) gewaschen sowie unter Verwendung des 
ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System-Kits (Promega, Fitchburg, USA) die Zellen abgelöst und 
die RNA isoliert153. Die quantitative Bestimmung der RNA-Konzentration, das Umschreiben 
der Proben in cDNA sowie die qPCR-Analyse von Notch1 und dem Referenzgen HPRT1 
erfolgte in jeweils drei unabhängigen Ansätzen in Triplikaten wie bereits in Kapitel 2.4 
beschrieben. Der gesamte Versuch wurde später auch für jeweils 15.000 COS-7-Zellen im 96-
well-Format wiederholt. Bei ebenfalls drei unabhängigen Ansätzen wurden jeweils die 
abgelösten Zellen aus vier wells mit gleichem Konstrukt und gleichem Stimulans miteinander 
vereint und mittels qPCR-Technologie in Triplikaten Notch1 und das Referenzgen β-Aktin 
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analysiert. Alle verwendeten Primer sind im Anhang in Tabelle A3 zu finden. Die jeweiligen 
ΔCt-Werte wurden anschließend als Vielfaches auf den ΔCt-Wert der pcDps-Negativkontrolle 
in Normalmedium normiert. 
 
2.15 Datenanalyse 
Pro Gruppe wurden für alle Rohdaten Mittelwerte und Standardabweichungen mit Microsoft 
Excel 2010 (Microsoft Corporation) berechnet. Wenn sich diese Mittelwerte aus Mittel-
werten verschiedener Assays zusammensetzten, wurde anstatt der Standardabweichung der 
Standardfehler verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte ebenfalls über Microsoft 
Excel 2010 unter Verwendung des Real Statistics Resource Packs (Charles Zaiontz). Zunächst 
wurden alle Werte einer Gruppe mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung 
untersucht. Zusätzlich wurde der Kontext der Daten betrachtet. Bei Daten mit einem klaren 
biologischen Grenzwert, wie beispielsweise eine maximal und minimal mögliche Herz-
frequenz, wurde per se keine Normalverteilung angenommen. Anschließend wurden die 
Gruppen mit dem Levene-Test auf Varianzheterogenität geprüft. Unter parametrischen 
Bedingungen (normalverteilt, gleiche Varianz in beiden Gruppen) wurde bei unabhängigen 
Stichproben der Zweistichproben-t-Test (TTEST2) durchgeführt. Bei unabhängigen jedoch 
nicht-normalverteilten Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test (MWTEST) angewandt, 
im Falle ungleicher Varianzen der Welch-Test (TTEST3). Bei verbundenen Stichproben kam 
unter parametrischen Bedingungen der gepaarte t-Test (TTEST1) sowie als Äquivalent bei 
keiner Normalverteilung der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (SRTEST) zum Einsatz. Bei der 
statistischen Auswertung von zwei Gruppen über mehrere Zeitpunkte wurde die zweifache 
Varianzanalyse (ANOVA) unter Berücksichtigung der Greenhouse-Geisser Korrektur mittels 
GraphPad PRISM 8 (GraphPad Software, Inc.) durchgeführt. Alle Signifikanztests sind als p-
Werte angegeben. Bei einem p < 0,05 ist der Unterschied zwischen zwei Gruppen statistisch 
signifikant. Gilt 0,05 ≤ p < 0,10, so wird dies als tendenzieller Unterschied bezeichnet. Die 
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3. Ergebnis 
3.1 mRNA-Expressionsmuster des GPR133 
Zunächst wurde mittels qPCR überprüft, in welchen Organen von WT-Mäusen Gpr133-mRNA 
exprimiert wird. Der kleinste ΔCt-Wert und somit die größte Transkriptmenge für den 
GPR133 konnte in der Harnblase (ΔCt = 6,0) gefunden werden (Abbildung 6). Aber auch in 
anderen Organen mit hohem Muskelanteil waren große bis mäßige Mengen nachzuweisen 
wie beispielsweise in der Speiseröhre (ΔCt = 6,6), in der Zunge (ΔCt = 6,7), im Herz (ΔCt = 
7,4), in Skelettmuskeln (ΔCt = 7,5 - 7,8), im Magen (ΔCt = 7,6), im Uterus (ΔCt = 7,8), im 
Dünn- und Dickdarm (ΔCt = 8,5 - 8,6) sowie in Organen des respiratorischen Systems (ΔCt = 
8,7 - 8,9). Weiterhin konnten ebenfalls hohe mRNA-Mengen in Organen des reproduktiven 
Systems, vor allem in den Hoden (ΔCt = 6,1), in der Vagina (ΔCt = 7,3) und im Penis (ΔCt = 
7,7) sowie mäßige bis geringe Mengen in Fett- (ΔCt = 7,7 - 8,9) und Knochengewebsproben 
(ΔCt = 9,5) gefunden werden (Abbildung 6).  
 
 
Abbildung 6: Expressionsanalyse der GPR133-mRNA mittels qPCR. Dargestellt sind pro Organ die Mittelwerte 
und Standardfehler der ΔCt-Werte von vier WT-Männchen und drei WT-Weibchen im Alter von vier Monaten 
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Zwei Gewebsproben wurden aus der Expressionsanalyse ausgeschlossen. Aus Hautproben 
konnte für die nachfolgenden Schritte nicht genügend RNA isoliert werden und bei Pankreas-
proben zeigte sich nach RNA-Isolation eine mangelnde RNA-Qualität im Agarosegel, hervor-
gerufen vermutlich durch eine zu hohe RNase-Aktivität. 
Auf Grundlage der qPCR-Analyse wurde in verschiedenen Organen transgener Mäuse mittels 
X-Gal-Färbung die β-Galactosidase-Aktivität, welche durch das LacZ-Reportergen (Abbildung 
4) kodiert wird, visualisiert und auf diese Weise Bereiche mit GPR133-mRNA-Expression 
indirekt lokalisiert. Dieser Versuch wurde in Zusammenarbeit mit PD Dr. Albert Ricken des 
Instituts für Anatomie der Universität Leipzig durchgeführt. Passend zur qPCR-Analyse zeigte 
die Harnblase eine der stärksten Färbungen (Abbildung 7A).  
 
 
Abbildung 7: X-Gal-Färbung verschiedener Gewebeschnitte der Maus. Dargestellt ist die Färbung von 
Schnitten der Harnblase (A-B), des Hodens im Bereich der Tubuli seminiferi contorti (C-E) sowie der Speiseröhre 
(F-H) adulter Mäuse. Bei B, E und H handelt es sich um die jeweilige WT-Kontrolle. Im Übersichtsbild des KO-
Hodens (C) ist ein Bereich mit Spermatozyten mit # sowie ein Bereich mit frühen Spermatiden mit * markiert. 
Dezente punktförmige Färbungen der KO-Speiseröhre (F-G) sind mit Pfeilen markiert. Alle Gewebeschnitte 
wurden mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat gegengefärbt. 
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Hier konnten im Bereich der Tunica muscularis des untersuchten Gewebeschnitts gefärbte 
muskuläre Strukturen detektiert werden. Im WT war hingegen keine Blau-Färbung in dieser 
Schicht zu erkennen (Abbildung 7B). Lediglich im Bereich des Lumens bzw. des Epithels gab 
es vereinzelt punktförmige blaue unspezifische Färbungen. Im Hoden zeigte die X-Gal-
Färbung eine Expression des GPR133 im Bereich der Tubuli seminiferi contorti (hauptsächlich 
peripher befindliche Hodenkanälchen) an. Die angefärbten Zellen konnten anhand der 
Position im Gewebeschnitt den Spermatozyten sowie frühen Spermatiden zugeordnet 
werden (Abbildung 7C-D), während im WT-Hodenschnitt keine Färbung zu sehen war 
(Abbildung 7E). Auch in der Speiseröhre war β-Galactosidase-Aktivität nachweisbar. Diese 
beschränkte sich aber nur auf den Bereich der Lamina propria (Abbildung 7F-G). Die 
angefärbten Strukturen waren entgegen der Harnblase eher punktförmig und sehr diskret 
und konnten nicht zweifelsfrei einem Zelltyp zugeordnet werden. Möglicherweise wurden 
hier im Querschnitt angeschnittene Blutgefäße visualisiert. In der WT-Kontrolle der 
Speiseröhre war hingegen keine Färbung detektierbar (Abbildung 7H).      
Im Herz konnte zunächst in Gewebeschnitten transgener Mäuse keine X-Gal-Färbung 
beobachtet werden. Erst die whole-mount-Färbung des Herzens von 1 Tage alten transgenen 
Mäusen führte zu einer dezenten Färbung im Bereich des Atriums bzw. vereinzelt im 
Epikard, wie zu sehen in Abbildung 8A-B.  
 
 
Abbildung 8: Whole-mount-Färbung von Mausherzen und Schwänzen mittels X-Gal. Dargestellt ist das 
gefärbte Herz einer 1 Tage alten KO-Maus in dorsaler Orientierung (A-B) sowie der Schwanzbereich einer 
adulten KO-Maus (C) mit zusätzlich präparierter und mittig angeschnittener Bandscheibe (D). Durch Pfeile sind 
dezente Färbungen im Bereich des Atriums markiert (B). Als Kontrolle wurden ein vergleichbares WT-Herz (E-F) 
sowie WT-Schwanz (G) mit Bandscheibe (H) mitgeführt.  
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Passend zur veränderten Wirbelsäulenstruktur im gpr133-KO-Zebrafisch wurde in der Maus 
der Bereich der Wirbelsäule mit Fokus auf die Schwanzwirbel mittels X-Gal-Färbung 
untersucht. Die whole-mount-Färbung zeigte im Bereich des Nucleus pulposus transgener 
Mäuse eine starke Blau-Färbung, welche sich nicht auf den angrenzenden Anulus fibrosus 
(Faserring der Bandscheibe) fortsetzte (Abbildung 8C-D). Im WT zeigte sich sowohl im Herz 
(Abbildung 8E-F) als auch im Schwanzbereich (Abbildung 8G-H) keine Färbung. Weitere 
Organe wie die Zunge, der Oberschenkelmuskel, der Rippenknorpel, der Uterus, die 
Luftröhre, der Kehlkopf, Knorpel um den Kehlkopf, die Schilddrüse sowie die Eierstöcke 
wurden ebenfalls untersucht. Eine spezifische Färbung war in diesen Organen jedoch nicht 
detektierbar. 
 
3.2 Die Insertion der Genkassette verursacht ein vorzeitiges Transkriptionsende 
Für die Funktionalität des KO-Mausmodells ist der Einbau und die korrekte Ausrichtung der 
Genkassette entscheidend. Dies konnte anhand der Sequenzierung der Genkassette sowie 
der angrenzenden homologen Regionen bestätigt werden. Auch die im Kapitel 2.4 be-
schriebene Genotypisierungsstrategie funktionierte wie erwartet und mittels Sac I-Verdau 
konnte für jede Maus der Genotyp bestimmt werden (Abbildung 5). Allerdings ließ die 
Amplifikation von cDNA der homozygot transgenen Maus (KO) mit verschiedenen Primer-
paaren auf ein vorzeitiges Transkriptionsende zwischen Exon 7 und Exon 8 schließen 
(Abbildung 9A). Das Auftreten mehrerer Banden pro Spur kann durch Splicevarianten erklärt 
werden, wie von Knierim et al. unter anderem für den GPR133 beschrieben154. Gleiches gilt 
für die Größe der Banden, welche etwas niedermolekularer waren als erwartet. Für eine 
detailliertere Untersuchung des Transkripts wurden Harnblasenproben und zusätzlich 
Herzproben von jeweils fünf adulten WT- und KO-Mäusen mittels RNA-Seq-Analyse 
überprüft. Die Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Vera Lede und 
Alexander Knierim des Rudolf-Schönheimer-Instituts für Biochemie der Universität Leipzig. 
Es konnte bestätigt werden, dass auf RNA-Ebene im KO (Abbildung 8B) im Gegensatz zum 
WT (Abbildung 8C) ein Transkriptabbruch ab Exon 8 erfolgte. In der FPKM-Analyse 
(Fragments Per Kilobase Million) zeigte sich eine Reduktion der Gesamtfragmente des 
GPR133 in homozygot transgenen Mäusen um 93 % gegenüber dem WT. Exon 8 kodiert 
dabei für einen Teil der Pentraxin-Domäne innerhalb des NTF des Rezeptors. Unter diesem 
Gesichtspunkt war eine Verankerung in die Membran ohne Transmembrandomäne nicht 
möglich und es kann davon ausgegangen werden, dass die verbliebene Sequenz bis Exon 7 
zu keinem funktionsfähigen Rezeptorprotein translatiert werden konnte. Aus diesem Grund 
wird die homozygot transgene Maus hier auch als Knockout (KO) geführt. Der KO wurde also 
bereits allein durch den Einbau der Genkassette induziert. Die Verpaarung mit Cre-Mäusen 
war demnach für die Untersuchung des Rezeptors im KO-Mausmodell nicht zwingend 
notwendig. Natürlich kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass der verkürzte Teil des 
NTF zwischen Exon 1 und Exon 7 als Proteineinheit eine Funktion erfüllt, wie beispielsweise 
anhand des verkürzten GPR126-NTF von Patra et al. gezeigt wurde94. 
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Abbildung 9: Untersuchung der GPR133-mRNA aus WT und KO-Mäusen.  (A) Amplifikation von cDNA der 
Harnblase einer adulten WT- und KO-Maus mit zwei verschiedenen Primerpaaren. Der verwendete 
Vorwärtsprimer überspannt Exon 1 und 2, die Rückwärtsprimer liegen auf Exon 7 bzw. auf Exon 8. Die 
erwartete Bandenhöhe beträgt links 792 bp und rechts 821 bp. Zu jedem Mastermix ist eine Negativkontrolle 
(NK) mitgeführt. DNA-Marker: 2-Log DNA Ladder (B-C) Fragmenthäufigkeit (coverage) des Bereichs zwischen 
Exon 1 und Exon 26 des GPR133 auf Grundlage der RNA-Seq-Analyse der Harnblasenprobe einer adulten KO- 
(B) und einer vergleichbaren WT-Maus (C). Der gestrichelte Bereich zeigt die reads der RNA-Seq für Exon 7 an.  
 
3.3 Grundcharakterisierung der GPR133-defizienten Mäuse 
Ohne die Verwendung spezifischer Tests unterschieden sich adulte WT- und KO-Mäuse 
weder im Aussehen (Konstitution, Körpergröße, Fellfarbe, Kopfform, Krallen, Zähne, allge-
meine Fehlbildungen und Fehlstellungen) noch in der Bewegung (Laufgeschwindigkeit, 
Klettern im Stall sowie allgemeine Beweglichkeit), im Verhalten (Sozialverhalten inklusive 
Aggressivität und Angst, Fluchtverhalten, Essverhalten) oder soweit beurteilbar in Sinnes-
wahrnehmungen.  
Die ersten 100 Würfe aus Verpaarungen zwischen heterozygoten Weibchen und 
heterozygoten Männchen zeigten über einen Untersuchungszeitraum von knapp zwei Jahren 
eine Genotypenverteilung nahe dem erwarteten Verhältnis von 25 % WT, 50 % hetero- und 
25 % homozygoter Nachkommen (Abbildung 10A). Das Geschlecht der Nachkommen war zu 
jeder Zeit sowohl relativ als auch absolut zwischen Weibchen und Männchen gleich verteilt 
(Abbildung 10B) und die Verteilung der Wurfgröße war ebenfalls erwartungsgemäß (Ab-
bildung 10C). Im Durchschnitt resultierten aus jeder Heterozygotenverpaarung 6,5 Nach-
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kommen. Bei der Verpaarung zwischen homozygoten Weibchen mit WT-, heterozygoten und 
homozygoten Männchen fiel das Ausbleiben von Würfen auf. Aus insgesamt 25 
Verpaarungen mit homozygoten Weibchen resultierten nur aus einer Verpaarung zwei 
Würfe und aus einer weiteren Verpaarung eine Totgeburt, während die Verpaarung 
zwischen homozygoten Männchen mit WT- und heterozygoten Weibchen erwartungsgemäß 
verlief. Eine detaillierte Aufschlüsselung aller Verpaarungen mit beteiligten homozygoten 
Mäusen ist im Anhang in Tabelle A6 zu finden. Da das Ausbleiben von Nachkommen 
offensichtlich von homozygoten Weibchen ausging, wurden mehrere Uteri von geplugten 
homozygoten Weibchen (Abbildung 10D) sowie als Kontrolle von geplugten WT-Weibchen 
(Abbildung 10E) 5,5 bis 6,5 Tage nach der Verpaarung (E5,5/E6,5) stereomikroskopisch 
untersucht. Die Uterus-Untersuchung der drei WT-Weibchen ergab im Durchschnitt 6 
eingenistete Embryos pro untersuchtem Uterus, während keine offensichtlichen Wölbungen 




Abbildung 10: Untersuchung zu Hetero- und Homozygotenverpaarungen. (A-C) Verteilungsanalyse der ersten 
100 Würfe aus Verpaarungen zwischen heterozygoten Weibchen und heterozygoten Männchen in Bezug auf 
den Genotyp (A), das Geschlecht (B) sowie die Wurfgröße (C). In A und B ist die relative Häufigkeit pro Wurf als 
Mittelwert und Standardfehler jeder Gruppe dargestellt. Zusätzlich sind unabhängig des Wurfes die absoluten 
Gruppengrößen angegeben. (D-E) Stereomikroskopische Uterus-Untersuchung von geplugten Weibchen 6,5 
Tage (E6,5) nach erfolgter Homozygotenverpaarung (D) und WT-Verpaarung (E). 
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Auf Grundlage der bereits beschriebenen genomweiten Assoziationsstudien zum GPR133113–
116,118 wurden die Körperlänge und das Körpergewicht der Mäuse in verschiedenen Alters-
gruppen näher untersucht. Zwischen Tag 5 und Tag 50 waren KO-Männchen, ähnlich wie die 
heterozygot transgenen Männchen, von der Nasenspitze bis zum Schwanzbeginn bis zu 5 % 
signifikant kürzer im Vergleich zu WT-Männchen (Abbildung 11A). Der Unterschied wurde 
mit steigendem Alter jedoch immer kleiner und glich sich nach etwa anderthalb Monaten an. 
Bei Weibchen war im Gegensatz dazu innerhalb der ersten 50 Tage kein Unterschied zu 
finden (Abbildung 11B). Lediglich über den gesamten Untersuchungszeitraum war ein 
tendenzieller Unterschied zwischen heterozygot transgenen und WT-Weibchen zu 
beobachten. Eine umfangreiche Längenanalyse mit WT- und KO-Mäusen im Alter von 4 
Monaten sowie mit Mäusen ab einem Alter von 11 Monaten zeigte, dass im zeitlichen 
Verlauf bei Männchen und Weibchen erneut bzw. erstmalig Längenunterschiede auftraten. 
In einem Alter über 11 Monate waren KO-Männchen bis zu 4 % kürzer, während KO-
Weibchen signifikant bis zu 9 % kürzer waren als vergleichbare WT-Tiere (Abbildung 11C und 
Tabelle A7 im Anhang). Als weiteres Maß für das Wachstum wurden Schienbein- (Tibia) und 
Oberschenkelknochen (Femur) männlicher Mäuse im Alter von 3,5 bis 4 Monaten 
untersucht, wobei beim KO eine signifikante Verkürzung der Tibialänge zu beobachten war 
(Abbildung 11D).  
Analog zur Längenanalyse wurde von Männchen und Weibchen auch das Gewicht in 
verschiedenen Altersstufen untersucht. Der größte Gewichtsunterschied wurde bei Mäusen 
mit einem Alter über 11 Monate gefunden. Die KO-Männchen waren in diesem Alter 
tendenziell 7 % leichter, die KO-Weibchen nicht-signifikant 9 % leichter gegenüber dem WT 
(Abbildung 11E und Tabelle A7 im Anhang). Ähnlich wie bei der Körperlänge waren bei 
Männchen Gewichtsunterschiede auch schon zwischen Tag 5 und Tag 50 zu messen. Über 
den gesamten Untersuchungszeitraum waren sowohl KO- als auch heterozygot transgene 
Männchen mit etwa 5 % Differenz signifikant leichter als vergleichbare WT-Männchen 
(Abbildung 11F). Dieser Unterschied nahm bis zum Alter von 4 Monaten jedoch wieder ab 
(Abbildung 11E). Bei den Weibchen nahm der Gewichtsunterschied mit dem Alter 
kontinuierlich zu. Während im Untersuchungszeitraum von Tag 5 bis Tag 50 zwischen 
transgenen und WT-Weibchen ein Unterschied von etwa 5 % gemessen werden konnte 
(Abbildung 11G), waren KO-Weibchen im Alter von 4 Monaten bereits 7 % leichter als WT-
Tiere (Abbildung 11E).     
Bei der Untersuchung verschiedener Organe von männlichen WT- und KO-Mäusen im Alter 
von 4 Monaten zeigte sich nach Normierung auf das jeweilige Körpergewicht der Mäuse eine 
um 28 % signifikante Gewichtsreduktion des KO-Thymus (Abbildung 11H). Alle weiteren 
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Abbildung 11: Bestimmung physiologischer Parameter zur Grundcharakterisierung. (A-B) Körperlänge von 
männlichen (A) und weiblichen (B) Mäusen im Alter zwischen Tag 5 und Tag 50. Verglichen wurde der Abstand 
zwischen Nasenspitze und Schwanzbeginn von WT-, heterozygot transgenen (Het) und KO-Mäusen. (C) 
Körperlänge von Mäusen im Alter von 4 Monaten und über 11 Monaten. Gemessen wurde der Abstand 
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zwischen Nasenspitze und Schwanzende. (D) Knochenlänge von Tibia und Femur männlicher Mäuse im Alter 
von 3,5 bis 4 Monaten. (E) Körpergewicht von Mäusen im Alter von 4 Monaten und über 11 Monaten. (F-G) 
Vergleich des Körpergewichts von männlichen (F) und weiblichen (G) WT-, heterozygot transgenen (Het) und 
KO-Mäusen im Alter zwischen Tag 5 und Tag 50. (H) Organgewichte von KO-Mäusen normiert auf die jeweiligen 
Körpergewichte der Mäuse. (I) Triacylglycerolkonzentration im Blutplasma von männlichen und weiblichen 
Mäusen im Alter von 3-4 Monaten und 9 Monaten. (A-I) Alle Graphen zeigen Mittelwerte und Standard-
abweichungen der jeweiligen Gruppen. Die statistische Signifikanz einzelner Messtage in A-G und I wurde 
mittels Mann-Whitney-U-Test (* p < 0,05; ** p < 0,01) und in H mittels Zweistichproben-t-Test bestimmt 
(* p < 0,05). Des Weiteren wurde die statistische Signifikanz in A, B, F und G über den gesamten Messzeitraum 
von Tag 5 bis Tag 50 mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test untersucht (# p < 0,05).  
 
Im Zuge der Grundcharakterisierung wurden im Blutplasma von 3 bis 4 Monate und 9 
Monate alten Mäusen die Parameter für Glucose, ALAT, ASAT, Cholesterinesterase, 
Cholesterin, Kreatininkinase, Kreatinin, Gesamtprotein, Triacylglycerol, Harnstoff und Lipase 
bestimmt. Die Untersuchung erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ralph Burkhardt der 
Labormedizin des Universitätsklinikums Leipzig. Dabei fiel in 9 Monate alten Weibchen eine 
um 26 % signifikant niedrigere Triacylglycerolkonzentration im Vergleich zum WT auf 
(Abbildung 11I). Bei Weibchen im Alter von 3-4 Monaten war hingegen kein Unterschied 
zwischen den Genotypen zu finden. Vielmehr stieg die Triacylglycerolkonzentration im WT 
zwischen der jungen und der alten Gruppe stark an, während die Menge im KO etwa 
konstant blieb. Bei den Männchen war in Bezug auf die Triacylglycerole in beiden 
Altersgruppen kein signifikanter Unterschied zu sehen (Abbildung 11I). Alle weiteren 
Parameter zwischen WT- und KO-Mäusen waren in beiden Altersgruppen statistisch ohne 
Unterschied. Die Ergebnisse sind im Anhang in Tabelle A8 zu sehen. 
 
3.4 GPR133-Defizienz verursacht einen kardialen Phänotyp 
Auch zum kardiovaskulären System gibt es genomweite Assoziationsstudien, die eine Ver-
bindung zu Varianten im GPR133-Gen beschreiben109,110,155. In Anbetracht der eigenen 
Expressionsuntersuchungen des GPR133 mittels qPCR (Abbildung 6), publizierter Daten über 
eine starke Rezeptorexpression im Herz38,129,130 sowie den Ergebnissen der X-Gal-Färbung im 
Herz (Abbildung 8A-B) scheint der Rezeptor von hoher physiologischer Relevanz in Zu-
sammenhang mit dem kardiovaskulären System zu sein.    
Tatsächlich zeigte die Untersuchung der Herzfrequenz unter normalen Bedingungen sowohl 
bei Männchen als auch bei Weibchen im Alter von 3 bis 5 Monaten eine signifikante 
Frequenzerhöhung im KO verglichen mit WT-Mäusen (Abbildung 12A). Bei Männchen war 
der Unterschied zwischen beiden Genotypen mit bis zu 14 % etwas größer und signifikanter 
als bei den Weibchen (10 %). Auch bei älteren Mäusen im Alter zwischen 8 und 15 Monaten 
blieb der Unterschied zwischen WT und KO geschlechtsunabhängig bestehen (Abbildung 
12B). Der systolische und diastolische Blutdruck war bei Männchen und Weibchen im Alter 
von 3 bis 5 Monaten unabhängig des Genotyps nahezu gleich (Abbildung 12A).  
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Abbildung 12: Untersuchung von Herzfrequenz und Blutdruck. (A-B) Abhängigkeit des Geschlechts (A) und des 
Alters (B) unter Normalbedingungen auf die Herzfrequenz und den systolischen und diastolischen Blutdruck. 
Dargestellt sind Mittelwerte und Standardfehler von zehn aufeinander folgenden Einzelmessungen. (C-E) 
Einfluss einer warmen (35 °C) und kalten (12 °C) Umgebungstemperatur auf die Herzfrequenz (C) sowie den 
systolischen (D) und diastolischen Blutdruck (E). Dargestellt sind in C-E Mittelwerte und Standardfehler von 
zehn aufeinander folgenden Einzelmessungen. In rot und grün sind prozentuale Änderungen in Bezug zum 
Ausgangswert bei RT gezeigt. (F-H) Einfluss einer Isoprenalininjektion auf die Herzfrequenz (F) sowie den 
systolischen (G) und diastolischen Blutdruck (H). Dargestellt sind im oberen Teil von F sowie in G und H die 
Mittelwerte und Standardfehler von pro Zeitintervall fünf aufeinander folgenden Einzelmessungen. Im unteren 
Teil von F sind die Änderungen in Bezug auf die Ausgangsfrequenz zwei Stunden vor Isoprenalin-Injektion als x-
faches dargestellt. (A-H) Die statistische Signifikanz einzelner Messpunkte wurde mittels Mann-Whitney-U-Test 
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Ein altersabhängiger Anstieg des systolischen und diastolischen Blutdrucks konnte in WT-
Männchen beobachtet werden, während beide Drücke in alten KO-Männchen sogar sanken 
(Abbildung 12B). Der sich daraus in alten KO-Männchen ergebende Unterschied zum WT war 
beim diastolischen Wert tendenziell kleiner. 
Die erhöhte Herzfrequenz im KO legte die Frage nahe, welche Auswirkungen eine 
Stressinduktion auf die Herzfrequenz und möglicherweise auf den Blutdruck dieser Mäuse 
hat. Durch den Anstieg der Umgebungstemperatur kann beispielsweise die Herzfrequenz in 
der Maus verringert, durch das Absenken wiederum gesteigert werden145. Erwartungsgemäß 
sank bei den untersuchten älteren WT-Mäusen die Frequenz bei 35 °C um 9,8 % und im KO 
um 15,8 % jeweils signifikant, während sie bei einer Umgebungstemperatur von 12 °C in 
beiden Genotypen nur sehr leicht gegenüber den bei RT gemessenen Frequenzen anstieg 
(Abbildung 12C). Der systolische Blutdruck erschien sowohl beim WT als auch beim KO unter 
beiden Temperaturbedingungen nahezu unverändert (Abbildung 12D). Der diastolische 
Blutdruck stieg bei einer Temperatur von 35 °C hingegen im KO nicht-signifikant um 10,5 %, 
während er bei 12 °C im WT signifikant um 17,3 % sank (Abbildung 12E). 
Um die Herzfrequenz in den Mäusen stärker zu erhöhen, wurde der β-Adrenozeptor-Agonist 
Isoprenalin eingesetzt. Gleichzeitig wird ein Absinken des Blutdrucks erwartet, was durch 
eine Isoprenalin-induzierte Gefäßerweiterung erklärt werden kann156. Beide Effekte konnten 
sowohl im WT als auch im KO beobachtet werden (Abbildung 12F-H). Es fiel jedoch auf, dass 
der Rückgang der Herzfrequenz auf den basalen Wert im KO signifikant schneller ablief 
(Abbildung 12F). Beispielsweise lag die durchschnittliche Herzfrequenz des KO bereits nach 
30 min wieder auf der Höhe der KO-Ausgangsfrequenz. Im WT war die Frequenz zur gleichen 
Zeit gegenüber der WT-Ausgangsfrequenz noch um 13,8 % erhöht. Der systolische und 
diastolische Blutdruck verhielt sich in beiden Genotypen nach Isoprenalin-Injektion nahezu 
gleich (Abbildung 12G-H). Ein schnellerer Rückgang beider Drücke auf die Ausgangswerte 
konnte aber auch hier im KO beobachtet werden, obwohl dies nicht so deutlich war wie bei 
der Herzfrequenz. 
Der schnellere Rückgang von Herzfrequenz und Blutdruck in KO-Mäusen auf die basalen 
Werte nach Isoprenalin-Injektion könnte mit einer Gewöhnung an Stressreize zusammen-
hängen. Dazu passend wiesen KO-Männchen im Alter zwischen 5 und 8 Monaten eine um 
17 % signifikant erhöhte Adrenalinkonzentration im Blutplasma im Vergleich zum WT auf 
(Abbildung 13A). Bei den etwas älteren KO-Weibchen war die Erhöhung von 15 % nicht-
signifikant. Dem gegenüber gab es zwischen WT- und KO-Männchen keinen Unterschied in 
Bezug auf die Konzentration von Corticosteron im Kot nach Normierung auf das Gewicht der 
jeweiligen Kotprobe (Abbildung 13B). Es muss aber festgehalten werden, dass das Gewicht 
der Proben nach 24 stündiger Sammelphase im KO um 12 % niedriger war als im WT. Das 
erklärt die 13 % niedrigere Corticosteronkonzentration im Kot des KO ohne Normierung. 
Beide Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Tabelle A9 im Anhang). 
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Abbildung 13: Adrenalin- und Corticosteron-Messung. Untersuchung der Adrenalinkonzentration im 
Blutplasma (A) und der Corticosteronkonzentration im Kot (B). In A sind Mittelwerte und Standardfehler von 
Duplikat-Messungen jeder Maus pro Genotyp und Geschlecht dargestellt. In B sind Mittelwerte und 
Standardfehler von Triplett-Messungen von männlichen Mäusen unter Normierung auf das jeweilige 
Kotgewicht gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde jeweils mittels Zweistichproben-t-Test bestimmt 
(* p < 0,05). 
 
Um die Frage zu klären, ob die gefundenen Unterschiede zwischen WT und KO auf primär 
kardialer Ebene zurückzuführen sind, wurde die Herzfunktion der Mäuse mittels 
Echokardiographie untersucht. Die Untersuchung wurde von Sarah Werner in der 
Kardiologie des Herzzentrums Leipzig unter der Leitung von PD Dr. Volker Adams 
durchgeführt. Dabei zeigten sich morphologische Veränderungen im Herz männlicher KO-
Mäuse im Alter von 4 Monaten. Das linksventrikuläre Volumen war zum endsystolischen 
Zeitpunkt (ESV) im KO um 21 % signifikant vergrößert (Abbildung 14A). Das linksventrikuläre 
enddiastolische Volumen (EDV) wies eine Vergrößerung von 7 % im Vergleich zum WT auf 
(Tabelle A10 im Anhang). In den erstellten Echo-Aufnahmen konnte auch beim rechten 
Ventrikel teilweise eine Vergrößerung beobachtet werden. Weiterhin zeigte sich eine bis zu 
12 % signifikant verminderte enddiastolische (EDW) und endsystolische Herzwanddicke 
(ESW) in anteriorer Orientierung (Abbildung 14B und Tabelle A10 im Anhang) sowie im KO 
eine um 8 % verminderte Ejektionsfraktion (EF) und eine um 9 % verminderte Verkürzungs-
fraktion (FS) im Vergleich zum WT (Abbildung 14C-D). Ein exemplarischer Vergleich der 
echokardiographischen Untersuchung eines WT- und KO-Herzens ist in Abbildung 14E-F zu 
sehen. Die im KO aufgetretenen morphologischen Veränderungen und die damit ver-
bundene eingeschränkte Pumpleistung des Herzens weist auf die Ausprägung einer 
dilatativen Kardiomyophathie (DCM) hin. Ein Herzklappendefekt als mögliche Ursache 
konnte von Dr. Muhannad Alkassar in der Kardiologie des Universitätsklinikums Erlangen 
ausgeschlossen werden (Abbildung 14G-H). Interessant ist zudem, dass im Rahmen der 
Echokardiographie unter Isofluran-Narkose kein Unterschied der Herzfrequenz zwischen WT- 
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Abbildung 14: Echokardiographische Untersuchung. (A-D) Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte und 
Standardabweichungen des linksventrikulären endsystolischen Volumens (A), der linksventrikulären enddiasto-
lischen Wanddicke in anteriorer Orientierung (B) sowie der Ejektions- (C) und Verkürzungsfraktion (D). (E-F) Zur 
Veranschaulichung sind jeweils ein WT- und KO-Herz zum enddiastolischen (E) und endsystolischen Zeitpunkt 
(F) gezeigt. (G-H) Untersuchung der Aortenklappe einer KO-Maus und Darstellung im geöffneten (G) und 
geschlossenen Zustand (H). (I) Herzfrequenz unter Isofluran-Sedierung während der echokardiographischen 
Untersuchung. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen. (A-D, I) Die statistische Signifikanz 
wurde mittels Mann-Whitney-U-Test (* p < 0,05) bestimmt.      
 
Um die physiologischen Folgen des beobachteten kardialen Phänotyps besser zu verstehen, 
wurde die Wirkung körperlicher Belastung auf das Laufverhalten und die Ausdauer 
männlicher Mäuse mittels Laufband-Vorrichtung getestet. Es zeigte sich, dass die Belastungs-
grenze von KO-Mäusen signifikant schneller erreicht wurde als bei vergleichbaren WT-Tieren 
(Abbildung 15). Die durchschnittlich maximale Strecke bis zur Erschöpfung lag beim KO unter 
Berücksichtigung des in Kapitel 2.10.3 beschriebenen Ablaufs bei 369 m und war somit 20 % 
niedriger als beim WT mit durchschnittlich erreichten 460 m. Unterschiede beim Lauf-
verhalten waren bereits deutlich vor dem Erreichen der Belastungsgrenze zu beobachten. In 
dem beigefügten repräsentativen Video laufen in der oberen und mittleren Bahn zwei 
männliche WT-Mäuse sowie in der unteren Bahn eine männliche KO-Maus (Video Laufband 
auf CD). Es fällt auf, dass der KO ständig zurückfällt und nur durch den Impuls des 
Handschuhs weiterläuft. Die WT-Mäuse laufen hingegen kontinuierlich so weit vorn wie 
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möglich und berühren den Handschuh tatsächlich erst kurz vor der Erschöpfung. Dies konnte 
bei nahezu allen Läufen beobachtet werden.  
 
 
Abbildung 15: Laufbanduntersuchung der maximal zurückgelegten Strecke bis zur Erschöpfung. Dargestellt 
sind zu jedem Zeitpunkt die Summe der durchschnittlich gelaufenen Strecke, der dazu gehörende Standard-
fehler sowie die Anzahl der WT- bzw. KO-Mäuse, die das jeweilige Intervall erreicht haben. Die statistische 
Signifikanz wurde über den gesamten Untersuchungszeitraum mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 
bestimmt (## p < 0,01).  
 
Auch die quantitative Analyse nach Zeitintervallen ist da eindeutig. So liefen beispielsweise 
nach 23 min nur noch 3 der hier 17 analysierten KO-Mäuse auf der Bahn, während es zur 
gleichen Zeit noch 10 von 17 WT-Mäusen waren. Des Weiteren muss festgehalten werden, 
dass eine der insgesamt 18 untersuchten KO-Mäuse eine Strecke von maximal nur einem 
Meter lief, bevor sich diese Maus in die Ruhezone zurückfallen lies. Dies wurde sowohl im 
Training trotz mehrmaligen Zurücksetzens der Maus auf die Bahn als auch am eigentlichen 
Messtag beobachtet. Aus diesem Grund wurde diese KO-Maus komplett aus der Analyse 
herausgenommen. Der Unterschied zwischen WT und KO wäre folglich unter Einschluss 
dieser Maus sogar noch größer und signifikanter. 
Neben der physiologischen Untersuchung bot sich auf Grundlage des kardialen Phänotyps 
die Durchführung einer Transkriptom-Analyse des gesamten Herzens mittels RNA-Seq-
Analyse an. Diese Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Vera Lede am Rudolf-
Schönheimer-Institut für Biochemie der Universität Leipzig durchgeführt. Neben dem auf 
Transkriptionsebene herunterregulierten GPR133 konnten im Herz noch 627 weitere 
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signifikant regulierte Gene mittels RNA-Seq-Analyse identifiziert werden. Um bei dieser 
hohen Anzahl regulierter Gene Aussagen über mögliche Zusammenhänge zwischen den 
einzelnen Genen treffen zu können, wurden die Daten standardmäßig über GO-Analysen 
(gene ontology) mit der zugehörigen Genomdatenbank abgeglichen. Beim Herz zeigten sich 
in den KO-Mäusen besonders viele Gene signifikant reguliert, welche mit der ECM, der 
Herzkontraktion, dem Aktin-Zytoskelett und dem Notch-Signalweg in Verbindung gebracht 
werden können. Eine Auswahl an regulierten Genen ist im Anhang in Tabelle A11 zu-
sammengefasst. Dafür wurde die Annotation der Datenbank von Mouse Genome Informatics 
(http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology) berücksichtigt. Es fällt auf, dass 
unter den am stärksten regulierten Genen einige direkte Vertreter der kontraktilen Einheit 
des Muskels wie z. B. Myosine und Tropomyosine zu finden sind, welche nahezu alle im KO-
Herzen herunterreguliert waren. Exemplarisch wurde die Expression einiger dieser Gene 
auch auf Proteinebene mittels Western Blot nachvollzogen. Für MYL7 und TPM3 konnte eine 
Proteinreduktion im KO gezeigt werden. Für MYL7 lag die gefundene Reduktion auf 
Grundlage der quantifizierten Bandenintensitäten bei 23 % gegenüber dem WT (Abbildung 
16A). Es fällt jedoch auf, dass eine stark reduzierte Intensität nur bei einem Teil der KO zu 
beobachten war. Ein repräsentatives Beispiel dafür ist in Abbildung 16B zu sehen. 
  
 
Abbildung 16: Quantifizierung von Proteinen des kontraktilen Apparates im Herzen. (A) Zu sehen sind die 
mittels Western Blot quantifizierten Proteine Myosin-Leichtkette 7 (MYL7) und Tropomyosin 3 (TPM3) als Box-
Whisker-Plot nach Tukey. Die Mittellinien repräsentieren den Median sowie das Plus-Zeichen den Mittelwert 
der Bandenintensitäten pro Genotyp normiert auf GAPDH als Verhältnis zu exakt derselben WT-Probe pro Gel. 
Die statistische Signifikanz wurde mittels Zweistichproben-t-Test überprüft. (B) Beispiel-Blot von acht Herz-
proben. Visualisiert ist GAPDH (37 kDa) und MYL7 (19 kDa). Auf Grundlage dieses Blots wurden alle folgenden 
Blots/Membranen nach erfolgter Ponceau-Färbung bei 25 kDa horizontal in zwei Teile geschnitten. 
 
Die MYL7-Banden von zwei KO-Mäusen waren deutlich schwächer ausgeprägt. Wiederum 
verhielten sich die anderen drei MYL7-Banden des KO in der Intensität ähnlich den drei 
Banden des WT, während die GAPDH-Kontrollen in allen acht Proben annähernd gleich 
waren. Für TPM3 wurde hingegen nur eine schwache Reduktion von 7 % gegenüber dem WT 
gefunden (Abbildung 16A). Im Gelbild konnte ein Unterschied wie bei MYL7 nicht 
beobachtet werden. Interessant ist jedoch, dass die Herzproben mit den niedrigsten Banden-
intensitäten bei MYL7 auch bei TPM3 am schwächsten waren.  
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Abbildung 17: Quantifizierung von Fibroblasten und Fibrosierung sowie Untersuchung von Herzschnitten. (A-
B) Dargestellt ist die Fibroblastenanzahl des linken und rechten Ventrikels als Mittelwert und Standardfehler 
von 2 bis 3 Monate alten WT- und KO-Mäusen (A). Jede Probe wurde dabei auf drei wells im 12-well-Format 
aufgeteilt und die Zellquantität mittels des Celigo-Systems bestimmt. Die statistische Signifikanz wurde mit 
dem Zweistichproben-t-Test überprüft. Für eine WT- und eine KO-Probe ist die Zellverteilung in einem 
Ausschnitt exemplarisch zu sehen (B). (C-D) Kollagenfärbung von Gewebeschnitten des linken Ventrikels. Die 
Fibrosierung im Herzen jeweils einer 8 Monate alten WT- (C) und KO-Maus (D) wurde anhand der Pikro-
Siriusrot-Färbung nachvollzogen. (E-F) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Herzschnitten 
einer 9 Monate alten WT- (E) und KO-Maus (F). Es handelt sich um zwei Beispielaufnahmen von insgesamt drei 
untersuchten Herzen pro Genotyp. 
 
Die Expression von MYL9 ist im Herz nur sehr gering. Die resultierenden Bandenintensitäten 
waren trotz dem Einsatz von 100 µg Protein pro Spur dünn und nicht auswertbar. Auch die 
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Untersuchung von MYH7 im Herz zeigte trotz des Einsatzes von 100 µg Protein sowohl bei 
der Benutzung des semi-dry- als auch des Tank Blot-Systems keine spezifischen Banden im 
erwarteten Bereich. 
Da im Herzen der GPR133 vor allem in kardialen Fibroblasten exprimiert wird157–161, wurde 
die Quantität von Fibroblasten im Herz bestimmt. Dabei konnte kein Unterschied zwischen 
WT- und KO-Mäusen festgestellt werden (Abbildung 17A-B). Auch eine durch Fibrosierung 
verursachte erhöhte Kollagenbildung im KO konnte im linken Ventrikel anhand der von PD 
Dr. Albert Ricken am Institut für Anatomie der Universität Leipzig durchgeführten Pikro-
Siriusrot-Färbung ausgeschlossen werden (Abbildung 17C-D). Auch histologisch waren 
zwischen beiden Gewebeschnitten keine offensichtlichen Unterschiede auszumachen. 
Gleiches gilt für die unter der Leitung von Prof. Dr. Volker Spindler und Dr. Camilla Schinner 
am Department Biomedizin des Instituts für Anatomie der Universität Basel durchgeführte 
Untersuchung von Herzschnitten mittels Transmissionselektronenmikroskopie (Abbildung 
17E-F).   
 
3.5 GPR133-KO-Mäuse zeigen eine veränderte Muskelkontraktilität 
Der GPR133 ist laut qPCR-Analyse am stärksten in der Harnblase und in anderen Organen mit 
einem hohen Anteil glatter Muskulatur exprimiert (Abbildung 6). Ob das Fehlen des 
Rezeptors im KO einen Einfluss auf die Funktion der glatten Muskeln hat, wurde im 
Folgenden untersucht. Zunächst wurde die Muskelkontraktilität von Harnblasenringen im 
physiologischen Bad nach Stimulation mit KCl und Carbachol (Cch) überprüft. Eine Echtzeit-
aufnahme der aufgenommenen Signale ist in Abbildung 18A zu sehen. Wichtig ist zu 
bemerken, dass trotz der Verwendung eines Doppelklingen-Skalpells mit definiertem 
Abstand zwischen den Klingen die untersuchten KO-Ringe tendenziell leichter waren als 
vergleichbare WT-Ringe (Abbildung 18B). Ein Unterschied der absolut resultierenden Kraft 
nach Cch-Stimulation ist demnach zwischen beiden Genotypen erwartungsgemäß. Aus 
diesem Grund wurde das Cch-Signal gegen das maximale KCl-Signal normiert. Unter dieser 
Normierung war bei allen untersuchten Cch-Konzentrationen von 0,5 bis 100 µM die 
resultierende Kraftwirkung der eingespannten Blasenringe im KO zwischen 16 und 38 % 
signifikant verringert gegenüber den Harnblasenringen aus WT-Tieren (Abbildung 18C). Der 
statistisch größte Effekt war bei einer Cch-Konzentration von 50 µM zu finden. Hier konnten 
im WT absolute Kräfte gemessen werden, die annähernd so hoch waren wie das 
resultierende KCl-Signal im WT, während im KO das Cch-Signal nur etwa 75 % der 
gemessenen Kraft des KCl-Signals im KO erreichte. Zur besseren Einordnung dieses Ergebnis 
wurde das gemessene KCl-Signal gegen das Probengewicht normiert, wobei kein Unter-
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Abbildung 18: Untersuchung der Muskelkontraktilität in Organen mit einem hohen Anteil glatter Muskulatur. 
(A-D) Muskelkontraktilitätsmessung von Harnblasenringen. Als Beispiel ist eine Echtzeitaufnahme des KCl- und 
Carbachol (Cch)-Signals nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen zu sehen (A). Des Weiteren sind 
pro Genotyp die Mittelwerte und Standardfehler des Probengewichts (B), des Cch-Signals normiert auf das KCl-
Signal (C) sowie das KCl-Signal normiert auf das Probengewicht (D) dargestellt. (E-G) Muskelkontraktilitäts-
messung von Dünndarmstreifen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der analog zu den Harn-
blasenringen aus Echtzeitaufnahmen (E-F) abgeleiteten Signale für KCl, welche auf das jeweilige Probengewicht 
normiert wurden (G). Die resultierende Kraft ergibt sich aus der Differenz der durchschnittlichen Kräfte vor und 
direkt nach der Stimulation (F). (H) Darmpassagezeit von oral verabreichtem Dextranblau. Zu sehen sind die 
Mittelwerte und Standardfehler der prozentualen Anteile von Dextranblau normiert zu jedem untersuchten 
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Zeitpunkt als Summe auf den Maximalwert nach acht Stunden. GIT50 = halbmaximale Darmpassagezeit. (B-D, G-
H) Die statistische Signifikanz in B-D und G wurde über die Einzelwerte mittels Mann-Whitney-U-Test (* p < 
0,05) und in C zusätzlich über alle Konzentrationen mittels zweifacher Varianzanalyse (two-way ANOVA) unter 
Berücksichtigung der Greenhouse-Geisser Korrektur durchgeführt (# p < 0,05). In H wurde über den gesamten 
Untersuchungszeitraum der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet (# p < 0,05).   
 
Nach dem gleichen Prinzip wurden auch Geweberinge der Aorta und des Dünndarms 
angefertigt und untersucht. Allerdings konnte nach Cch-Zugabe in verschiedenen 
Konzentrationen bei diesen Proben kein Signal registriert werden. Gleiches gilt für die 
Stimulation mit Acetylcholin, Vasopressin und Angiotensin. Aus diesem Grund wurde der 
Aufbau des Experiments verändert und statt Geweberingen wurden Gewebestreifen der 
Länge nach im physiologischen Bad aufgespannt untersucht. Während bei der Aorta 
ebenfalls kein Signal aufgenommen werden konnte, zeigten Dünndarmstreifen bei dieser 
Orientierung ein auswertbares Signal. Allerdings entstand durch die Darmperistaltik bereits 
basal ein sich alternierend veränderndes Signal (Abbildung 18E).  
Aus diesem Grund wurde jeweils die Durchschnittskraft vor und nach der KCl- und Cch-
Stimulation bestimmt und daraus die Differenz gebildet (Abbildung 18F). Aus Abbildung 18E 
wird hingegen ersichtlich, dass das KCl-Signal nicht nur einen Peak aufweist wie bei den 
Harnblasenringen (Abbildung 18A), sondern bei den meisten Aufnahmen zwei Peaks. Unter 
Auswertung des nur ersten KCl-Signals war im KO eine deutliche jedoch nicht-signifikante 
Kraftsteigerung gegenüber dem WT zu verzeichnen (Abbildung 18G). Die Ergebnisse sind 
somit mit denen der Harnblasenringe nur schwer zu vergleichen. Das Cch-Signal zeigte unter 
dieser KCl-Normierung ein um 22 % nicht-signifikant gesteigertes Signal im KO an (Tabelle 
A12 im Anhang). 
Um dieses Ergebnis verifizieren zu können, wurde die Darmpassagezeit mittels des nicht-
absorbierbaren Dextranblau nach oraler Verabreichung im Kot analysiert und erstaunlicher-
weise war diese Passagezeit im KO signifikant verzögert. Während die halbmaximale 
Passagezeit (GIT50) der WT-Tiere durchschnittlich bei 3,61 h lag, erreichten die KO-Tiere 
diesen Wert erst 40,2 min später (Abbildung 18H). Der größte und signifikanteste 
Unterschied war 2 h nach Dextran-Gabe zu sehen. Im KO konnten zu dieser Zeit 
durchschnittlich erst 1,3 % der nach 8 h ausgeschiedenen Gesamtmenge von Dextran 
nachgewiesen werden, während der Anteil im WT zur gleichen Zeit 9,1 % betrug.  
Ähnlich wie im Herz wurden auch Harnblasenproben von WT- und KO-Mäusen mittels RNA-
Seq-Analyse untersucht. Die Untersuchung wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Vera Lede am 
Rudolf-Schönheimer-Institut für Biochemie der Universität Leipzig durchgeführt. In der 
Harnblase konnten neben dem GPR133 noch insgesamt 1469 weitere regulierte Gene auf 
Transkriptionsebene identifiziert werden. Dabei fielen ähnlich zum Herz viele Gene auf, 
welche für Komponenten der ECM, des Aktin-Zytoskeletts und des Notch-Signalwegs 
kodieren sowie für Gene, die in Verbindung mit der Muskeldifferenzierung und Muskelent-
wicklung stehen. Eine Auswahl der regulierten Gene ist im Anhang in Tabelle A11 dargestellt. 
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In der Harnblase konnte wie im Herz eine Herunterregulation verschiedener Myosine und 
Tropomyosine beobachtet werden. Zusätzlich zeigte sich in KO-Harnblasen eine Hoch-
regulation von Aktin. Aus diesem Grund wurde exemplarisch die Expression von Aktin, MYL2, 
MYL12b sowie TPM3 auf Proteinebene in Harnblasenproben untersucht. Ähnlich wie im Herz 
konnte auch in der Harnblase mittels Western Blot das Ergebnis der RNA-Seq-Analyse für die 
untersuchten Proteine teilweise verifiziert werden, jedoch ist der Unterschied im Western 
Blot schwächer und weniger signifikant. Für Aktin konnte eine 15 % nicht-signifikant 
gesteigerte, für TPM3 eine 14 % nicht-signifikant verminderte Expression im KO gezeigt 
werden (Abbildung 19).  
 
 
Abbildung 19: Quantifizierung von ausgewählten Proteinen in der Harnblase. Zu sehen sind die mittels 
Western Blot erhobenen Daten von Aktin (ACTA/ACTB) und Tropomyosin 3 (TPM3) als Box-Whisker-Plot nach 
Tukey. Die Mittellinien repräsentieren den Median sowie das Plus-Zeichen den Mittelwert der Banden-
intensitäten pro Genotyp normiert auf GAPDH als Verhältnis zu exakt derselben WT-Probe pro Gel. Die 
statistische Signifikanz wurde mittels Zweistichproben-t-Test überprüft.  
 
MYL2 und MYL12b zeigten wiederholt trotz des Einsatzes von 100 µg Protein pro Spur keine 
Banden. Die Expression dieser Proteine ist scheinbar in der Harnblase zu niedrig für eine 
Quantifizierung mittels Western Blot. 
 
3.6 Veränderungen im Bereich der Wirbelsäule in GPR133-KO-Mäusen 
Im Gpr133-KO-Zebrafisch konnte eine veränderte Wirbelsäulenmorphologie beschrieben 
werden (unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe, Prof. Dr. Dr. Ines Liebscher, Rudolf-
Schönheimer-Institut für Biochemie, Universität Leipzig). Um dies auch bei der GPR133-KO-
Maus zu überprüfen, wurde die Wirbelsäule mittels Röntgen überprüft. Die Untersuchung 
wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut für Kinderradiologie unter Leitung von Prof. Dr. 
Franz Wolfgang Hirsch durchgeführt. Der dabei gemessene thorako-zervikale Cobb-Winkel 
(TCC) war beim KO im Vergleich zum WT um 33 %, der thorako-lumbale Cobb-Winkel (TLC) 
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um 36 % erhöht (Abbildung 20A). Allerdings war die Streuung der gemessenen Winkel in 
beiden Genotypen recht breit und der Unterschied folglich nicht signifikant. Zwar ist eine 
Verschiebung der Werte im KO zu größeren Winkeln sichtbar, allerdings wiesen zwei WT-
Mäuse Cobb-Winkel von 38 bis 45 ° auf. Demnach ist hier keine klare Aussage möglich. 
Werden die Mediane der beiden gemessenen Winkel gegenübergestellt, so waren die 
Winkel im KO mit jeweils 19,5 ° deutlich größer als die im WT mit 10,0 ° (TCC) und 11,5 ° 
(TLC). Unabhängig der Wirbelsäulenstellung wurden sowohl beim KO als auch beim WT keine 
offensichtlichen Veränderungen in der Struktur und Größe beispielsweise der Wirbelkörper 
mittels Röntgen beobachtet.  
Für eine detailliertere Analyse wurden die Mäuse mittels Computertomographie in Zu-
sammenarbeit mit Dr. Anja Penk des Instituts für Medizinische Physik und Biophysik der 
Universität Leipzig untersucht. Es konnte in KO-Männchen ein um 12 % signifikant redu-
zierter Hydroxylapatitgehalt gemessen werden (Abbildung 20B), welcher als Maß für die 
Knochendichte gilt162. Interessanterweise zeigte die NMR-Untersuchung des im Kollagen 
gebundenen Hydroxyprolins, ebenfalls von Dr. Anja Penk durchgeführt, keine signifikanten 
Unterschiede (Tabelle A13 im Anhang). Lediglich eine gegenüber dem WT leichte Reduktion 
von 3 % für die Männchen und 6 % für die Weibchen konnte gemessen werden. Es gab 
morphologisch keine Unterschiede zwischen WT- und KO-Mäusen, wie zu sehen in zwei 
Beispielbildern in Abbildung 20C. Die Quantifizierung verschiedener Parameter wie Längen- 
und Flächenmaße von Wirbeln zeigten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den 
Genotypen (Abbildung 20D-E). Einzig bei einer KO-Maus war eine Verwachsung zwischen 
Ilium und Lendenwirbel L6 aufgefallen (Abbildung 20F).  
In Anlehnung an eine veränderte Knochendichte wurde das an der Calciumhomöostase163 
beteiligte Parathormon untersucht. Es zeigte sich im KO eine um 15 % gesteigerte Konzentra-
tion im Blutplasma gegenüber dem WT, wobei dieser Unterschied nicht signifikant war 
(Abbildung 20G). Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass die Erhöhung bei den KO-
Männchen hauptsächlich durch eine KO-Maus hervorgerufen wurde. Ohne diese waren die 
gemessenen Konzentrationen bei den Männchen ebenfalls wie bei den etwas älteren 
Weibchen annähernd gleich. 
Es scheint, als ob der im Zebrafisch beobachtete Phänotyp in der Maus nicht zu beschreiben 
ist. Das ist erst einmal nicht verwunderlich, denn im Zebrafisch wurden die Beobachtungen 
auf eine Expression des Gpr133 im Notochord zurückgeführt133 und dieses bildet sich in der 
Maus bei der Formierung der Wirbelsäule zurück164,165. Übrig bleibt nur der Nucleus pulposus 
innerhalb der Bandscheibe, in dem auch β-Galactosidase-Aktivität nachweisbar war (Ab-
bildung 8D). Die von Dr. Thomas Fuhs der Fakultät für Physik und Geowissenschaften der 
Universität Leipzig durchgeführte rasterkraftmikroskopische Oberflächenuntersuchung der 
Nuclei pulposi ergab signifikante Unterschiede von 58 % zwischen WT- und KO-Mäusen 
(Abbildung 20H). Bei der Interpretation dieser Daten ist jedoch auch die Ermittlung des 
zellulären Zustands der Nuclei wichtig. Die durchschnittliche Präparations- und Vorberei-
tungszeit betrug 43 min und die eigentliche Messzeit zwischen 1 h und 1,5 h.   
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Abbildung 20: Morphologische Untersuchung und Quantifizierung von Wirbelsäulenparametern. (A) Unter-
suchung des thorako-zervikalen und des thorako-lumbalen Cobb-Winkels, abgeleitet aus aufgenommenen 
Röntgen-Aufnahmen. Dargestellt sind die Winkel mittels Box-Whisker-Plot nach Tukey, wobei die Mittellinien 
den jeweiligen Median und die Plus-Zeichen den Mittelwert repräsentieren. (B-F) Computertomografische 
Untersuchung des Hydroxylapatitgehalts (B) sowie verschiedener Längen- (D) und Flächenparameter (E) der 
Lendenwirbel L4 bis L6. Dargestellt sind pro Genotyp der Mittelwert und der Standardfehler. Zur besseren 
Veranschaulichung ist jeweils die CT-Aufnahme einer adulten männlichen WT- und KO-Maus gezeigt (C). Bei 
einer KO-Maus fiel eine Verwachsung des Iliums mit Lendenwirbel L6 auf (F). (G) Parathormonkonzentration im 
Blutplasma. Es sind die Mittelwerte und Standardfehler der jeweiligen Duplikat-Messung jeder Maus pro 
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Genotyp und Geschlecht dargestellt. (H-I) Nucleus pulposus-Untersuchung der Oberflächenbeschaffenheit 
mittels Rasterkraftmessung (H) sowie konfokalmikroskopische Quantifizierung der Zellen innerhalb des Nucleus 
(I). Dargestellt sind in H Box-Whisker-Plots nach Tukey. Die Mittellinien repräsentieren den Median und die 
Plus-Zeichen den Mittelwert aller bestimmten Mediane pro Probe. In I sind die Werte als Mittelwert und 
Standardfehler zusammengefasst. Quantifiziert wurden die Zellen ausgehend vom Zentrum der Probe in 
ringförmigen Bereichen mit einer Dicke von jeweils 46 µm. (A-B, D-F, H-I) Die statistische Signifikanz wurde in A 
und G mittels Mann-Whitney-U-Test sowie in B und D-E mittels Zweistichproben-t-Test bestimmt (* p < 0,05). 
In H wurde der Welch-Test (* p < 0,05) und in I über alle Bereiche der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (## p < 
0,01) verwendet.                
 
Aus diesem Grund wurden apoptotische Vorgänge in den präparierten Proben untersucht 
und es zeigte sich, dass die Anzahl an Zelltoden 1,25 h bis 1,5 h nach Präparationsbeginn 
stark zunehmen (Abbildung A24 im Anhang). Es steht also fest, dass apoptotische Vorgänge 
und die damit verbundene Veränderung der untersuchten Oberflächeneigenschaften 
potenziell mit steigender Messzeit einen immer größeren Einfluss auf die Messwerte 
genommen haben könnten und aus dieser Sicht ist der Vergleich der Mediane pro Probe 
über den gesamten Messzeitraum sinnvoll, so wie von Dr. Thomas Fuhs gewählt. 
Nach erfolgter Rasterkraftmessung wurden die Nuclei pulposi fixiert und die Zellgröße der 
Zellen innerhalb dieses Bereichs konfokalmikroskopisch von Dr. Thomas Fuhs ringförmig von 
der Mitte ausgehend untersucht. Dabei konnte in den KO-Proben eine um durchschnittlich 
24 % signifikant reduzierte Zellgröße gemessen werden (Abbildung 20I). Es muss aber 
erwähnt werden, dass zum einen die Messwerte besonders im Bereich des Zentrums der 
Nuclei pulposi sehr stark schwankten und zum anderen aufgrund von technischen Gründen 
drei KO-Proben nicht vermessen werden konnten, was wiederum zu einem Unterschied des 
durchschnittlichen Alters der WT- (5,9 Monate) gegenüber den KO-Proben (7,8 Monate) 
führte. 
 
3.7 Funktionelle in-vitro-Untersuchung von Notch1 
Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe am Zebrafisch (Prof. Dr. Dr. Ines Liebscher, Rudolf-
Schönheimer-Institut für Biochemie, Universität Leipzig) lassen eine Verbindung zwischen 
dem Gpr133 und dem Notch-Signalweg vermuten. Zudem konnte in der Maus anhand der 
RNA-Seq-Analyse des Herzens und der Harnblase eine signifikante Regulation von 
Komponenten dieses Signalwegs gezeigt werden (Tabelle A11 im Anhang). Folglich wurde die 
Expression des Notch-Rezeptors Notch1 in vitro in HEK-293- und COS-7-Zellen mittels qPCR 
getestet und der Einfluss des GPR133 auf diese Notch1-Expression untersucht. Es zeigte sich 
zunächst, dass durch eine Stimulation des Gαs-Signalwegs über die Verwendung des Adenyl-
ylzyklase-Stimulators Forskolin (pcDps - 10 µM Fsk) bzw. des cAMP-Phosphodiesterase-
Hemmers 3-Isobutyl-1-methylxanthin (pcDps - 500 µM IBMX) unabhängig vom GPR133 eine 
reduzierte Expression von Notch1 in HEK-293-Zellen resultierte (Abbildung 21A). Im Falle von 
IBMX war diese Reduktion signifikant. Die ausschließliche Expression des GPR133 (hGPR133 - 
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isoton) hatte keinen Einfluss auf Notch1. Erst durch die Stimulation des GPR133 konnte die 
Notch1-Expression in HEK293-Zellen gesenkt werden. Ein kleiner nicht-signifikanter Effekt 
wurde durch die Verwendung von hypotonen Medium (hGPR133 - hypoton) hervorgerufen, 
durch dessen niedrigeren Salzgehalt Zellschwellungen resultieren166,167 und dadurch eine 
Stimulation des Rezeptors über mechanische Kräfte vermutet werden kann. Ein größerer 
und signifikanterer Effekt auf die Notch1-Expression konnte über die Stimulation des 
GPR133 mit dem von der Stachelsequenz abgeleiteten Peptid pGPR133 (hGPR133 - 500 µM 
pGPR133) realisiert werden, obwohl festgehalten werden muss, dass auch in der pcDps-
Kontrolle nach Zugabe von pGPR133 (pcDps - 500 µM pGPR133) eine signifikante Notch1-
Reduktion auftrat.  
 
 
Abbildung 21: Expressionsanalyse von Notch1 unter verschiedenen Stimulationsbedingungen. Dargestellt ist 
die mittels qPCR aus drei unabhängigen Triplikat-Untersuchungen nachgewiesene Notch1-Menge in HEK-293- 
(A) und COS-7-Zellen (B) als x-faches zur pcDps-Kontrolle unter isotonen Bedingungen (pcDps - isoton) inklusive 
des Standardfehlers. Für die HEK-293-Zellen wurde das Referenzgen HPRT1 (human), für COS-7-Zellen das 
Referenzgen β-Aktin (Grüne Meerkatze) verwendet. Die statistische Signifikanz wurde mittels Welch-Test 
untersucht (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).   
 
DMSO, in welchem das pGPR133 gelöst war, beeinflusste die Notch1-Expression hingegen 
nicht (hGPR133 - 0,5 % DMSO). Die größte und signifikanteste Notch1-Reduktion konnte in 
HEK-293-Zellen gemessen werden, welche die daueraktive CTF-Mutante des GPR133 
(hGPR133 CTF - isoton; hGPR133 CTF - hypoton) exprimierten (Abbildung 21A). 
Ein ähnliches Ergebnis konnte auch in COS-7-Zellen beobachtet werden (Abbildung 21B). Die 
Verwendung von Forskolin (pcDps - 10 µM Fsk) bewirkte in diesen Zellen eine signifikante 
Notch-1-Reduktion. Im Gegensatz zu den HEK-293-Zellen hatte bereits die Expression des 
GPR133 (hGPR133 - isoton) einen nicht-signifikanten Effekt auf Notch1, welcher durch die 
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Stimulation mit hypotonen Medium (hGPR133 - hypoton) deutlich verstärkt wurde. Die 
resultierende Reduktion war in COS-7-Zellen signifikant. Wie auch in HEK-293-Zellen 
bewirkte die Expression der daueraktiven CTF-Mutante des GPR133 (hGPR133 CTF - isoton; 
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4. Diskussion 
GPCR sind an einer Vielzahl physiologischer und pathophysiologischer Prozesse beteiligt und 
haben folglich eine große Bedeutung bei der Entwicklung neuer pharmakologischer 
Wirkstoffe. Es existieren jedoch etwa 100 Rezeptoren, deren pharmakologisches Potential 
noch nicht genutzt werden kann, da weder deren Ligand noch ihre physiologische Funktion 
bekannt sind. Solche Rezeptoren werden auch als orphane GPCR (oGPCR) bezeichnet21,22. 
Beim aGPCR GPR133/ADGRD1 handelt es sich um einen dieser orphanen Rezeptoren. In den 
vergangenen Jahren wurde der GPR133 zwar mehrfach in der Literatur erwähnt und konnte 
besonders über verschiedene Assoziationsstudien mit wichtigen physiologischen Prozessen 
in Verbindung gebracht werden, eine umfangreiche funktionelle Charakterisierung des 
Rezeptors besonders in KO-Tiermodellen steht jedoch noch aus. Das Ziel der hier vor-
liegenden Arbeit war demnach die Charakterisierung des GPR133 in der Maus.  
 
4.1 Physiologische Bedeutung des GPR133 
Der GPR133 wurde wie bereits beschrieben in der Literatur vorrangig mit Veränderungen 
der Herzfrequenz109,110,155, der Körpergröße113–115, des Lipoproteinhaushalts117 sowie des 
Körpergewichts118 in Verbindung gebracht. Eine ausführliche Beschreibung ist in Kapitel 
1.3.4.1 zu finden. Hinzu kommt eine Untersuchung der GPR133-KO-Maus auf einer 
kommerziell genutzten Homepage, welche auf den Verkauf von derzeit insgesamt 6440 
verschiedenen KO-Mäusen spezialisiert ist168. In diesem Zuge wurden maximal sieben 
GPR133-KO-Weibchen und sieben GPR133-KO-Männchen vom International Mouse Pheno-
typing Consortium (IMPC) in einem Screening-Verfahren phänotypisch charakterisiert und 
mit jeweils etwa 2.000 WT-Weibchen und Männchen verglichen. Im Gegensatz zu den 
Mäusen der hier vorliegenden Arbeit wurden homozygot transgene Mäuse durch IMPC mit 
Cre-Mäusen verpaart und folglich tragen diese KO-Mäuse den Vektor Adgrd1tm1b(EUCOMM)Wtsi. 
Bei den KO-Weibchen wurde eine signifikant reduzierte Knochendichte sowie Infertilität 
beschrieben. Zuletzt konnte die in diesem Rahmen gefundene reduzierte Knochendichte von 
Sabik et al. auch mit humanen Assoziationsstudien in Zusammenhang gebracht werden169. 
Die Infertilität in Weibchen wurde wiederum von Bianchi et al. bestätigt und vorab als 
Preprint publiziert170.  Diese und alle weiteren publizierten Vorbefunde zum Rezeptor sind in 
Tabelle 1 den Ergebnissen dieser Arbeit gegenübergestellt.  
Ein Großteil der Vorbefunde wie eine gesteigerte Herzfrequenz, eine verminderte Körper-
länge, eine zum Lipoproteinhaushalt gehörende reduzierte Triacylglycerolkonzentration, ein 
vermindertes Körpergewicht, eine verminderte Knochendichte sowie Infertilität bei KO-
Weibchen konnten in dieser Arbeit ebenfalls nachgewiesen werden. Daneben wurden in 
GPR133-KO-Mäusen aber auch weitere Phänotypen erstmalig entdeckt, wie z. B. eine 
Verbindung des GPR133 mit morphologischen Veränderungen im Herzen, eine verminderte 
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Muskelkontraktilität in der Harnblase und Veränderungen im Bereich der Wirbelsäule. Alle 
Phänotypen (Tabelle 1) werden in den folgenden Kapiteln näher analysiert. 
Tabelle 1: Ergebnisse zur GPR133-KO-Maus und Vergleich mit Literatur. Dargestellt sind alle signifikanten 
Unterschiede zwischen WT- und GPR133-KO-Mäusen der hier vorliegenden Arbeit in Gegenüberstellung mit 
bereits publizierten Daten zum GPR133. ALS = Amyotrophe Lateralsklerose; BMI = Body-Mass-Index; EWAS = 
Epigenomweite Assoziationsstudie; GWAS = Genomweite Assoziationsstudie; HIV = Humanes Immundefizienz-
Virus; IMPC = International Mouse Phenotyping Consortium. 
 
 
Neben der Charakterisierung des GPR133 mittels eines Maus-Modells, wurde der GPR133 
bzw. Konstrukte des Rezeptors auch in HEK-293- und COS-7-Zellen untersucht und eine Ver-
bindung zum Notch-Signalweg gefunden. 
 
4.2 Expression des GPR133 in Organen und auf zellulärer Ebene 
Über die Untersuchung der Expressionsorte des GPR133 konnten Rückschlüsse auf die 
physiologische Bedeutung des Rezeptors gezogen sowie weitere Zusammenhänge erkannt 
werden. In der Literatur wurde bereits eine GPR133-Expression auf Organebene in Mensch 
Assoziation/Phänotyp Ergebnisse zur GPR133-KO-Maus Publikation/Erstbeschreibung
ALS nicht untersucht GWAS im Menschen119
BMI nicht untersucht epigenetische Assoziation im Menschen116
Darmfunktion signifikant verzögerte Darmpassagezeit noch keine Publikation
Herzfrequenz signifikant gesteigerte Herzfrequenz GWAS/EWAS im Menschen109,110,155
HIV nicht untersucht Assoziation im Menschen120
Infertilität Infertilität in Weibchen Infertilität in weiblichen Mäusen168,170
Organgewicht signifikante Reduktion des Thymusgewichts in Männchen noch keine Publikation
Skoliose keine signifikanten Unterschiede Assoziation im Menschen im Jugendalter173
Temperaturanpassung keine klaren Unterschiede gefunden RNA-Seq-Analyse im Masthuhn121
Tumorgenese nicht untersucht Assoziation im Menschen und Mäusen111,122,123
Assoziation im Menschen mit 
Lipoproteinhaushalt117
signifikant gesteigerte Adrenalinkonzentration in Männchen;
signifikante Reduktion der Triacylglycerolkonzentration in
Weibchen im Alter von 9 Monaten
Blutplasma
Bandscheibe
signifikant verminderte Oberflächenspannung und ver-
minderte Zellgröße innerhalb des Nucleus pulposus
noch keine Publikation
signifikant vergrößertes Ventrikelvolumen und verminderte
Ventrikelwanddicke sowie tendenzielle Reduktion der




signifikante Reduktion der Laufstrecke auf dem Laufband bis
zur Erschöpfung in Männchen 
Leistungsfähigkeit
GWAS im Menschen113-115
signifikant verminderte Körpergröße bis Alter von 30 Tagen
und ab 11 Monaten
Körpergröße
GWAS in Mäusen118
signifikante Reduktion über Untersuchungszeitraum der ersten
50 Tage und tendenziell ab Alter von 11 Monaten
Körpergewicht
GWAS im Menschen171,172; signifikante Reduktion 
in weiblichen Mäusen168,169
signifikante Reduktion der Knochendichte in MännchenKnochendichte
noch keine Publikation
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und Tier vor allem allgemein im Gastrointestinaltrakt, im respiratorischen System und in 
Muskel- und Fettgewebe sowie spezieller im Herz, in der Milz, in der Haut, im Gehirn, im 
Auge und in der Nebenniere beschrieben38,126–131. Im Herzen eines 77-jährigen Mannes 
wurde der GPR133 auf Grundlage einer RNA-Seq-Analyse als einer der am stärksten 
exprimierten GPCR nachgewiesen174. Weiterhin wurde durch IMPC eine starke whole-mount-
LacZ-Färbung in der Harnblase, im Hoden, in der Haut und in der Speiseröhre von GPR133-
KO-Mäusen sowie eine schwache Färbung jeweils in nur einem KO-Weibchen in der 
Schilddrüse, in den Lymphfolikeln und im Eileiter gezeigt168. Auf zellulärer Ebene wurde der 
Rezeptor im Menschen vor allem in mesothelialen Zellen, Fibroblasten und Keimzellen159,161 
sowie in der Maus allgemein in Stütz- und Bindegewebe und spezieller in Fibroblasten 
(Aorta, Herz, unter anderem im Sinusknoten), in mesenchymalen Zellen (Harnblase, 
Luftröhre) bzw. mesenchymalen Stammzellen (Zwerchfell, Fettgewebe, Skelettmuskel), in 
Stromazellen (Lunge, Milchdrüse) sowie in Osteoblasten (Knochen) nachgewiesen157,158,160. 
Über die eigene qPCR-Analyse von WT-Mäusen (Abbildung 6) konnten die in der Literatur 
beschriebenen Expressionsorte bestätigt werden. Nur die Haut konnte in diesem Rahmen 
nicht untersucht werden. Durch die Untersuchung von GPR133-KO-Mäusen mittels LacZ-
Färbung (Abbildung 7) wurden in Gewebeschnitten auf Grundlage der qPCR-Analyse die drei 
Organe mit der stärksten GPR133-Expression bestätigt. Ein Grund für das Ausbleiben der 
LacZ-Färbung in anderen Organen mit beispielsweise hohem muskulären Anteil könnte eine 
limitierende Sensitivität des Nachweisverfahrens sein, wie von Sundararajan et al. 
beschrieben wurde175. Gleiches könnte auf die untersuchten Gewebeschnitte des Herzens 
zutreffen, wo die whole-mount-Färbung hingegen erfolgreich war (Abbildung 8A-B). Es 
scheint, als ob der GPR133 sowohl im Menschen als auch beispielsweise in der Maus 
ubiquitär exprimiert wird und somit potentiell von großer physiologischer Bedeutung ist. 
 
4.3 Die GPR133-KO-Maus zeigt den Phänotyp einer dilatativen Kardiomyopathie 
Bei der dilatativen Kardiomyopathie (DCM) handelt es sich um eine myokardiale Erkrankung 
des Herzens mit erweiterten Ventrikeln und kontraktiler Insuffizienz, verbunden mit 
dünneren ventrikulären Wänden, einer verminderten Ejektionsfraktion (EF) und teilweise 
einer gestörten diastolischen Funktion176–178. Anhand der Ergebnisse der echokardio-
graphischen Untersuchung (Abbildung 14A-F) konnte die Ausbildung einer DCM in GPR133-
KO-Mäusen bestätigt werden. Gleichzeitig weisen KO-Mäuse eine gesteigerte Herzfrequenz 
bei jedoch, zumindest in jungen Mäusen, unauffälligem Blutdruck auf (Abbildung 12A). Dazu 
passend konnte in einer kürzlich erschienenen Studie in Patienten mit dilatativer 
Kardiomyopathie und ischämischer Kardiomyopathie eine signifikant reduzierte Expression 
des GPR133 im Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen179, sowie anhand der 
bereits beschriebenen GWAS und EWAS eine Assoziation des GPR133 mit einer veränderten 
Herzfrequenz gezeigt werden109,110,155.  
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Ob die erhöhte Herzfrequenz die morphologischen Veränderungen des Herzens primär 
bedingt oder ob die Herzfrequenzerhöhung kompensatorisch zur Kardiomyopathie anzu-
sehen ist, bleibt zunächst ungeklärt. Es konnte gezeigt werden, dass der GPR133 im Gewebe 
des Sinusknotens exprimiert wird160. Beim Fehlen des Rezeptors wäre demnach eine 
Einflussnahme auf die Herzfrequenz denkbar. Durch eine erhöhte Herzfrequenz kann über 
einen längeren Zeitraum eine Herzinsuffizienz resultieren180. Auf der anderen Seite ist 
bekannt, dass eine niedrigere EF (Abbildung 14C) aufgrund der vorliegenden Herzinsuffizienz 
mit einer sympathikotonen Überaktivität und damit mit dem Anstieg der Herzfrequenz 
verbunden ist180. In diesem Fall könnten strukturelle Veränderungen des Herzens als Ursache 
vermutet werden. Auf zellulärer Ebene konnte im Menschen und in der Maus der GPR133 im 
Herzen vor allem in kardialen Fibroblasten bzw. in mesothelialen Zellen, jedoch nicht in 
Kardiomyozyten gefunden werden157–161. Das passt zur erfolgten whole-mount-LacZ-Färbung 
an 1 Tage alten KO-Mausherzen, wo vor allem im Epikard des Atriums eine Blaufärbung zu 
erkennen ist (Abbildung 8A-B).  
Das Herz bei Säugern besteht zu einem Großteil aus Kardiomyozyten und kardialen 
Fibroblasten und zu einem kleineren Teil aus Endothelzellen und vaskulären glatten Muskel-
zellen181. In der Maus liegt der Anteil von Fibroblasten bei etwa 27 %. Die Fibroblasten 
bilden, wie auch in anderen Säugern, für vor allem die Kardiomyozyten das Binde- und 
Stützgewebe, welches für die physiologische Funktion des Herzens essentiell ist182–184. In der 
embryonalen Entwicklung des Herzens sind die flach- und spindelförmigen aus dem 
Mesenchym hervorgehenden Fibroblasten im Myokard vor allem durch die Bildung von 
Kollagen Typ I und III sowie Fibronektin an der Herstellung eines dynamischen ECM-
Netzwerkes beteiligt. Dabei spielen sowohl chemische als auch mechanische Signale eine 
entscheidende Rolle, begleitet von Prozessen der Zellmigration184–186. Bis zur Geburt bildet 
sich eine dünne ECM-Schicht unterhalb des Epikards, welche in der Folge immer dicker wird 
und zur Verdickung der ventrikulären Zellwand sowie zur Ausbildung einer Struktur mit 
ausreichend Zugfestigkeit wesentlich beiträgt184. Ein Defekt an dieser Stelle kann den in 
GPR133-defizienten Mäusen beobachteten Phänotyp erklären. Resultierende dünnere 
Ventrikelwände würden wie ein Ballon durch weniger Spannung immer stärker nachgeben 
und immer mehr Blut würde sich in den Ventrikeln ansammeln. Durch weniger Zugspannung 
wäre dadurch die Kontraktilität des Herzens eingeschränkt und weniger Volumen könnte mit 
der Systole in die Arterien gepumpt werden. Infolgedessen würden als Kompensation die 
Herzfrequenz (Abbildung 12A) und auch die Katecholamine (Abbildung 13A) ansteigen. Der 
Organismus wäre dann nicht mehr so leistungsfähig, wie es bei den Mäusen auf dem 
Laufband beobachtet werden konnte (Abbildung 15 und Video Laufband auf CD). Ein 
embryonaler Defekt im Herzen wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit jedoch nicht 
untersucht. Vermutlich wäre dieser Defekt aber mit einer deutlich stärkeren Beein-
trächtigung der Mäuse verbunden. Dagegen spricht auch, dass in histologischen und 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen keine offensichtlichen Unterschiede zwischen WT 
und KO-Mäusen beobachtet werden konnten (Abbildung 17C-F) und auch die Fibroblasten-
quantität unterscheidet sich nicht zwischen den Genotypen (Abbildung 17A-B).  
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Eine weitere mögliche Ursache für die Ausbildung der vorliegenden DCM in KO-Mäusen 
könnten funktionseingeschränkte Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Verbindungen sein. Die Fibro-
blasten sind in dem kardialen Netzwerk nicht nur untereinander verbunden, sondern auch 
über Gap-Junctions mit den Kardiomyozyten, vermittelt über Connexine (Cx40, Cx43 und 
Cx45) und Cadherine, sowie über verschiedene Integrine und DDR2 (Discoidin domain 
receptor 2) mit Bestandteilen der ECM181–183. Auch im adulten Zustand spielen diese 
Verbindungen eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung von chemischen, mechanischen 
und elektrischen Signalen. Fibroblasten können beispielsweise mechanische Kräfte auf 
Kardiomyozyten ausüben und sind gleichzeitig in der Lage verschiedene Signale zu 
empfangen, um auf veränderte Eigenschaften des Herzens zu reagieren z. B. aufgrund 
erhöhter sportlicher Beanspruchung oder infolge eines Myokardinfarktes181,182,184. Dabei 
werden ECM-Bestandteile durch Fibroblasten nicht nur auf-, sondern auch mittels Matrix-
Metalloproteasen (MMP, auch: matrix metallopeptidase) um- und abgebaut bzw. das 
Bindegewebe adaptiv reorganisiert183,184,187. Infolge von Infarkten kommt es zur Nekrose der 
Kardiomyozyten gefolgt von auftretenden Fibrosierungen und Narbenbildungen aufgrund 
verstärkter Kollagenakkumulation187,188. Fibrosierungen bzw. verstärkte Kollagenkonzentra-
tionen konnten in GPR133-KO-Herzen jedoch nicht gefunden werden (Abbildung 17C-D). 
Davon abgesehen würde in Folge einer starken Fibrosierung zunächst eine hypertrophe 
Kardiomyopathie resultieren, aus welcher sich über einen längeren Zeitraum eine DCM 
entwickeln könnte183. In diesem Fall wären die KO-Mäuse aber wahrscheinlich deutlich 
weniger belastbar und der vorliegende Phänotyp viel ausgeprägter. Demnach sind starke 
Reorganisationsvorgänge (kardiales Remodeling) in Folge der vorliegenden Herzerkrankung 
aus dieser Sicht zunächst unwahrscheinlich, obwohl die Ergebnisse der RNA-Seq-Analyse in 
adulten Mäusen eine Beteiligung der MMP vermuten lassen. Zumindest ist unter ECM-
Annotation die MMP-3 das im Herzen am stärksten regulierteste Gen (Tabelle A11 im 
Anhang). Das dazu gehörende Protein ist beim Abbau von unter anderem Kollagen Typ III 
und Fibronektin maßgeblich beteiligt189,190. Aber auch andere Bestandteile der ECM sind in 
GPR133-KO-Mäusen stark reguliert wie einige Kollagene, Laminin-Untereinheiten, andere 
MMPs sowie einige Wachstumsfaktoren (Tabelle A11 im Anhang). Neben ECM-Bestandteilen 
sind viele Gene des Aktin-Zytoskeletts und der kontraktilen Einheiten im KO im Vergleich 
zum WT signifikant reguliert. Zumindest für MYL7 und TPM3 konnte diese Regulation auch 
auf Proteineibene gezeigt werden (Abbildung 16A-B). Mit 628 signifikant regulierten Genen 
im Herz ist die Anzahl jedoch zu groß, um eine detaillierte Aussage über die Zusammenhänge 
aus der RNA-Seq-Analyse abzuleiten. Direkte Zusammenhänge wie eine Regulation von 
Kollagen Typ I und III, Fibronektin, Connexinen, Cadherinen, DDR2 und Integrinen konnten 
im Herz zumindest nicht gefunden werden, mit Ausnahme einer tendenziellen Steigerung 
von Integrin alpha 1 um 27 %.  
Eine strukturelle Veränderung des Netzwerkes zwischen Fibroblasten, Kardiomyozyten, der 
ECM und der beteiligten Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen ist also als Ursache für die 
DCM nicht ausgeschlossen, in der vorliegenden Arbeit konnten aber auch keine klaren 
Beweise dafür gesammelt werden. Ebenfalls unklar bleibt, ob die Funktion der Fibroblasten 
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per se gestört ist. In folgenden Experimenten muss dies näher untersucht werden. Die 
Untersuchung ist jedoch nicht trivial. Zwar können kardiale Fibroblasten isoliert (Kapitel 
2.10.4) und mittels Zellkultur analysiert werden, Fibroblasten differenzieren jedoch 
innerhalb weniger Tage abhängig von der initialen Zelldichte in Myofibroblasten, welche 
eine veränderte Funktion aufweisen191. Außerdem ist fraglich, ob die Fibroblastenfunktion 
und das bereits beschriebene dafür nötige Netzwerk in vitro überhaupt simuliert werden 
können183. Ein weiterer Aspekt für die Untersuchung wäre die Charakterisierung eines 
kardialen Fibroblasten-spezifischen KO-Mausmodells. Allerdings existiert derzeit noch kein 
für diesen konditionellen KO nötiger absolut spezifischer Promotor für kardiale 
Fibroblasten192,193 und außerdem ist dies in den Mäusen der hier vorliegenden Arbeit nicht 
zielführend, da der KO bereits durch die Insertion der Genkassette eingeführt wurde. 
Neben einer eingeschränkten Funktion der Fibroblasten könnte der Phänotyp der GPR133-
KO-Maus aber auch durch einen Herzklappendefekt, welcher ausgeschlossen werden konnte 
(Abbildung 14G-H), oder durch die bereits genannte signifikant erhöhte Adrenalin-
konzentration im Blut (Abbildung 13A) verursacht werden. Adrenalin wird im Nebennieren-
mark gebildet und wirkt im Herzen durch die Bindung an β1-Rezeptoren unter anderem 
positiv inotrop (Anstieg der Schlagkraft) und positiv chronotrop (Anstieg der Herz-
frequenz)194–196. Allerdings würde aus einer erhöhten Adrenalinkonzentration im Blut auch 
ein durch Vasokonstriktion resultierender Blutdruckanstieg folgen195,197–199 und dies konnte 
in den KO-Mäusen nicht beobachtet werden (Abbildung 12A). In älteren KO-Männchen ist 
sogar der gegenteilige Effekt zu sehen, besonders beim diastolischen Druck (Abbildung 12B). 
Zwei unabhängige Experimente aus den 1980er Jahren zeigen, dass durch die Infusion von 
physiologischen Mengen Adrenalin beim Menschen tatsächlich auch vor allem der 
diastolische Blutdruck gesenkt werden kann200,201. Diese Experimente spiegeln natürlich 
nicht die physiologische Funktion von Adrenalin wieder, aber es konnte so gezeigt werden, 
dass zumindest ein Abfall des diastolischen Blutdrucks und eine erhöhte Adrenalin-
konzentration im Blut unter bestimmten Voraussetzungen miteinander vereinbar sind. Hinzu 
kommt, dass während der echokardiographischen Untersuchung die in nicht-sedierten KO-
Mäusen beobachtete gesteigerte Herzfrequenz (Abbildung 12A) unter Isofluran-Narkose 
ausgeglichen werden konnte (Abbildung 14I). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass KO-
Mäusen unter nicht-sedierten Bedingungen einen gesteigerten Sympathikotonus aufweisen. 
Katecholamine wie Adrenalin oder Noradrenalin bzw. Glucocorticoide wie Cortisol werden 
häufig im Blutplasma als Maß für die durch das sympathische Nervensystem induzierte 
Reaktion auf äußere Stressreize bestimmt199,202. In Nagern ist, im Gegensatz zum Cortisol 
beim Menschen, das Corticosteron eines der wichtigsten Glucocorticoide in der Regulation 
von Stressimpulsen203, welches zumindest im Kot der KO-Mäuse nicht reguliert scheint 
(Abbildung 13B). Auf durch Wärme und Kälte induzierte Stressreize reagierten die WT-
Mäuse wie erwartet145 mit einer Reduktion der Herzfrequenz bei Wärme- und einer leichten 
Steigerung der Herzfrequenz bei Kälteexposition. Bei Umgebungstemperaturen von 35 °C fiel 
die Herzfrequenz im KO deutlich stärker ab als im WT, während sie bei 12 °C unverändert 
blieb (Abbildung 12C). Zum einen befand sich die Herzfrequenz im KO bereits basal nahe der 
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kapazitiven Obergrenze204, zum anderen kann aufgrund der Ergebnisse des WT davon 
ausgegangen werden, dass der Stressreiz durch Kälte nicht sehr stark war. Einen deutlich 
stärkeren Effekt auf die Herzfrequenzsteigerung konnte durch die Injektion des β-
Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin gezeigt werden. Gleichzeitig kam es zu einem schnellen 
Abfall des Blutdrucks (Abbildung 12F-H)156. Interessant ist, dass nach Injektion der Rückgang 
der Herzfrequenz auf die basale Frequenz in KO-Mäusen deutlich schneller erfolgte als in 
WT-Tieren (Abbildung 12F). Es scheint, als wären die KO-Mäuse an höhere Katecholamin-
konzentrationen bzw. an höhere Herzfrequenzen gewöhnt und können diese schneller 
kompensieren. Auch an dieser Stelle ist nicht mit Sicherheit zu sagen, ob die erhöhte 
Adrenalinkonzentration im Blut primär in GPR133-KO-Mäusen auftritt oder als Folge der 
DCM anzusehen ist. Eine erhöhte Adrenalinkonzentration und damit verbunden eine 
verstärkte Stimulation der adrenergen Rezeptoren würde jedoch eher eine hypertrophe 
Kardiomyopathie auslösen und erst daraus durch eine verstärkte Apoptose von Kardio-
myozyten zur DCM führen205.  
Demnach ist es am wahrscheinlichsten, dass die DCM primär durch eine gestörte Fibro-
blastenfunktion, wie genau ist nicht klar, ausgelöst wird und kompensatorisch dazu die 
Adrenalinkonzentration und die Herzfrequenz ansteigen. Eine inadäquate zelluläre Sauer-
stoffversorgung vitaler Organe wird dadurch genauso ausgeglichen wie zunächst ein 
möglicher Abfall des Blutdrucks durch das Engerstellen von Blutgefäßen180. In jedem Fall ist 
der vorliegende Phänotyp interessant, da ein primärer Gendefekt eines GPCR noch nicht mit 
der Ausbildung einer DCM in Verbindung gebracht werden konnte. Zumindest haben von 
den über 100 im Herzen exprimierten GPCR nur wenige therapeutische Bedeutung 
erlangt174,206. Welches Potential in der Erforschung der kardiovaskulär exprimierten aGPCR 
steckt, wird deutlich bei der Betrachtung der bereits charakterisierten GPCR, welche in der 
Medikamentenentwicklung bei Herzerkrankungen wie Hypertonie, Herzrhythmusstörungen, 
Herzinsuffizienz sowie Tromboseprävention eine bedeutende Rolle spielen207. Wichtige 
Vertreter sind zum Beispiel β-Adrenozeptoren, welche vor allem bei der Behandlung von 
Hypertonie, Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstörungen über sogenannte Betarezeptoren-
blocker adressiert werden und auf diese Weise deren Rezeptorfunktion gehemmt wird180.   
 
4.4 Der GPR133-KO führt zu einer verminderten Kontraktilität glatter Muskeln  
In GPR133-KO-Mäusen wurde in Harnblasenproben eine verminderte Kontraktilität (Ab-
bildung 18A-D) festgestellt sowie im Darm eine verzögerte Passagezeit (Abbildung 18H) 
gemessen. Beide Ergebnisse können dabei durch eine gestörte Funktion glatter Muskelzellen 
erklärt werden. Passend dazu konnte anhand der qPCR-Untersuchung des GPR133 eine auf 
Transkriptionsebene starke Expression in Organen mit einem hohen Muskelanteil, vor allem 
glatter Muskulatur, nachgewiesen werden (Abbildung 6). Die stärkste Expression wurde 
anhand dieser Daten in der Harnblase gefunden, welche im Vergleich zum Herzen sogar 
noch 2,6-fach höher ist. Auch in der Literatur wurde die GPR133-Expression in der Harnblase 
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beschrieben157,208. Die Expression eines aGPCR im Harntrakt konnte bisher nur bei wenigen 
Rezeptoren gezeigt und in keinem Fall die Funktion dazu abgeleitet werden13.  
Die Muskelzellen der Harnblase beginnen sich aus dem Mesenchym beim Menschen 
zwischen der 7. und 12. Schwangerschaftswoche sowie bei der Maus 13,5 Tage nach 
Befruchtung (E13,5) zu differenzieren209–211. Es wird davon ausgegangen, dass die Bildung 
der Muskelschicht, vermittelt über den Hedgehog-Signalweg, vom Urothel ausgeht und die 
Interaktion zwischen dieser Schicht und dem Mesenchym dabei entscheidend für die 
Organisation der späteren glatten Muskeln ist210–212. Zwischen dem Urothel und der Tunica 
muscularis bildet sich im Verlaufe der Entwicklung noch eine Bindegewebsschicht, die 
Lamina propria211. Sowohl im Urothel als auch in der Lamina propria konnte anhand der 
LacZ-Färbung aber keine GPR133-Expression nachgewiesen werden (Abbildung 7A). 
Stattdessen scheint die Expression ausschließlich auf die Tunica muscularis begrenzt zu sein. 
Diese besteht aus glatten Muskelzellen, die funktionell auch als Detrusormuskel (Musculus 
detrusor vesicae) zusammengefasst werden212. Die 300 bis 400 µm langen spindelförmigen 
Muskelfasern des Detrusors sind dabei an der Urinspeicherung und dem Miktionsprozess der 
Blase wesentlich beteiligt und morphologisch, wie in Abbildung 7A gut zu sehen, zufällig 
orientiert212. Die Kontraktion der Muskelzellen wird dabei über den Gαq-Signalweg über 
Aktivierung von hauptsächlich M3-Rezeptoren (Muskarinische Acetylcholinrezeptoren) 
vermittelt. Schematisch ist dies im Anhang in Abbildung A25 dargestellt. Über eine Erhöhung 
des intrazellulären Calciumionenspiegels wird Calmodulin-vermittelt die Myosin-
Leichtketten-Kinase aktiviert, durch welche wiederum über die Phosphorylierung der 
Myosinköpfchen die Muskelkontraktion resultiert212,213. Dieser Signalweg wurde über die 
Stimulation mit Carbachol untersucht (Abbildung 18C). Die verminderte Kontraktilität 
beschränkt sich aber nicht nur ausschließlich auf den Gαq-Signalweg. Über die Stimulation 
mit KCl wurde auch die maximale Kontraktionsfähigkeit der Harnblasenproben untersucht 
(Abbildung 18D). Durch KCl werden über die Depolarisation der Membran Calciumionen-
Kanäle geöffnet und auf diese Weise der intrazelluläre Calciumionenspiegel maximal 
erhöht9. Dabei konnten zwischen dem WT und dem KO leichte, jedoch nicht-signifikante 
Unterschiede detektiert werden (Abbildung 18D).  
Es spricht also viel dafür, dass die verminderte Muskelkontraktilität innerhalb der Harnblase 
entweder auf Veränderungen innerhalb der beteiligten Signalwege oder auf eine gestörte 
Funktion der Muskelfasern per se zurückzuführen ist. Morphologisch können jedoch keine 
offensichtlichen Unterschiede beispielsweise der Muskelzellorganisation beobachtet werden 
(Abbildung 7A-B). Zumindest anhand der RNA-Seq-Analyse der Harnblase konnten im KO 
unter anderem aber eine Vielzahl von an der Muskeldifferenzierung und Muskelentwicklung 
beteiligten Proteinen als reguliert identifiziert werden, wie exemplarisch im Anhang in 
Tabelle A11 zu sehen. Davon abgesehen könnte sich der Defekt aber wie bereits angedeutet 
auch auf den Vorgang der Kontraktion beziehen. Aktine und Myosine liegen in der KO-
Harnblase gegenüber dem WT verändert vor und beispielsweise die γ1-Untereinheit der 
Phospholipase C ist im KO signifikant (p=0,003) um 26 % reduziert, während vermutlich 
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kompensatorisch dazu der M3-Rezeptor um das 2,2-fache erhöht vorliegt. Gleichzeitig sind 
auch einige Calciumionen-Kanäle wie z. B. CACNA1H (2,0-fach) und CACNA1A (1,7-fach) 
sowie die Calcium-Calmodulin-abhängige Proteinkinase-Kinase 1 (2,1-fach) signifikant er-
höht, was mit Kontraktionsveränderungen vereinbar wäre. Welche physiologischen Folgen 
diese verminderte Muskelkontraktilität für die GPR133-KO-Maus hat, wurde im Rahmen 
dieser Arbeit jedoch nicht untersucht und muss in folgenden Experimenten analysiert 
werden. Dabei sollte der Fokus vor allem auf den Miktionsvorgang und die Dehnbarkeit der 
Harnblase sowie damit zusammenhängend auf die Untersuchung von Restharn gelegt 
werden. 
In Folgeexperimenten muss aber auch die Kontraktilität von Darmproben (Abbildung 18E-G) 
für eine bessere Interpretierbarkeit wiederholt und überprüft werden. Die Muskel-
kontraktion wird im Dünndarm über longitudinal und zirkulär verlaufende Muskeln realisiert, 
welche über alternierende Kontraktions- und Relaxationsphasen zum Transport bzw. über 
Pendel- und Segmentierungsbewegungen zur Durchmischung des Nahrungsbreis bei-
tragen214–216. Die zirkuläre Muskulatur wird vorrangig über Acetylcholin aktiviert215. Dem-
nach ist es nur schwer erklärbar, warum die Muskeln der untersuchten Dünndarmringe nicht 
mit Acetylcholin oder dem Acetylcholin-Analogon Carbachol stimuliert werden konnten. 
Vermutlich genügten die Ringdicke von 1,34 mm und der im Vergleich zur Harnblase deutlich 
kleinere Anteil glatter vor allem zirkulärer Muskulatur nicht, um auf das Carbachol/Acetyl-
cholinsignal zu reagieren. In den untersuchten Dünndarmstreifen war hingegen bereits basal 
eine starke Peristaltik detektierbar (Abbildung 18E-F). Es kann davon ausgegangen werden, 
dass dieses Grundsignal einen großen Einfluss auf die erhobenen Werte hatte. Demnach ist 
der Vergleich mit der Harnblase sehr schwierig, gerade auch unter dem Aspekt, dass wie 
bereits beschrieben die Muskelfasern in beiden Organen unterschiedlich orientiert vorliegen. 
Hinzu kommt, dass nicht nachgewiesen werden konnte, ob der GPR133 im Dünndarm 
tatsächlich in der Tunica muscularis exprimiert wird. Zumindest beschränkt sich die GPR133-
Expression auf Grundlage der LacZ-Färbung in der ähnlich aufgebauten Speiseröhre auf die 
Lamina propria (Abbildung 7F-G). Dabei handelt es sich um eine durch hauptsächlich locker 
organisiertes Kollagen charakterisierte Bindegewebsschicht zwischen Epithel und Submu-
kosa, welche von Blutgefäßen, lymphatischen Kanälen und Lymphozyten durchzogen 
wird217,218. Möglicherweise rührt die punktförmige LacZ-Färbung innerhalb der Speiseröhre 
von im Querschnitt angefärbten glatten Muskeln innerhalb von Blutgefäßwänden her. Es 
kann anhand der gefärbten Schnitte aber auch nicht ausgeschlossen werden, dass neben der 
Lamina propria zusätzlich Teile der benachbarten Muscularis mucosae angefärbt sind216. 
Die mittels Dextranblau ermittelte verzögerte Darmpassagezeit im KO (Abbildung 18H) kann 
wie bereits beschrieben am besten über eine verminderte oder gestörte Muskelkon-
traktilität der glatten Muskeln im Gastrointestinaltrakt erklärt werden. Es muss jedoch 
festgehalten werden, dass die Darmpassagezeit auch über andere Parameter beeinflusst 
werden kann wie z. B. über veränderte Stress- wie Fluchtsituationen219 oder am nahe-
liegendsten durch die Menge an aufgenommener Nahrung220. Zwar durchquert das in 
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flüssiger Form verabreichte Dextran den Gastrointestinaltrakt schneller als feste Nahrung, 
aber durch feste Nahrung wird beispielsweise die Darmperistaltik verstärkt220 und sollten 
einige Mäuse während der Untersuchung gar nichts gefressen haben, so wäre die 
Quantifizierung von Dextran im Kot automatisch verzögert. Eine nicht-signifikant geringere 
Kotmenge konnte in KO-Mäusen anhand der der Corticosteron-Untersuchung vorange-
gangenen 24 stündigen Sammelphase gemessen werden (Tabelle A9 im Anhang). Demnach 
kann eine verminderte Muskelkontraktilität zweifelsfrei nur für die Harnblase beschrieben 
werden. 
Es stellt sich die Frage, wie die Ausprägung einer DCM mit erhöhter Herzfrequenz und 
erhöhter Adrenalinkonzentration zu einer verminderten Kontraktilität glatter Muskeln 
passen könnte. Dazu ist wichtig zu bemerken, dass embryonal sowohl glatte Muskelzellen als 
auch Bindegewebszellen des kardiovaskulären Systems, des Gastrointestinaltrakts sowie des 
Urogenitaltraktes aus dem splanchnischen Mesoderm (splanchnic medoderm) hervorgehen, 
welches sich wiederum aus dem Seitenplattenmesoderm (lateral mesoderm) bildet221. Der 
gemeinsame Ursprung lässt aus dieser Sicht einen embryonalen Defekt vermuten, auch 
wenn dies über histologische und im Herzen elektronenmikroskopische Aufnahmen nicht 
bestätigt werden kann. Das würde dann auch erklären, warum in Skelettmuskelproben kein 
Kontraktilitätsdefekt beobachtet werden konnte (Tabelle A14 im Anhang). Skelettmuskel-
zellen entwickeln sich im Gegensatz zu glatten Muskelzellen aus dem paraxialen Mesoderm 
(dorsal/paraxial mesoderm)221 und die hohe GPR133-Expression in Skelettmuskelproben der 
WT-Maus (Abbildung 6) geht wahrscheinlich auf glatte Muskelzellen innerhalb der 
skelettalen Blutgefäße zurück, wo der GPR133 unter anderem gefunden werden konnte208. 
Das passt auch sehr gut zu der niedrigen Expression des Rezeptors auf Einzelzellebene in 
Skelettmuskelzellen des Menschen (Abbildung A26 im Anhang).  
Der GPR133 konnte bei der Analyse von Kaur et al. aber auch in glatten Muskelzellen der 
Harnblase, des mesenteralen und des vaskulären Systems nachgewiesen werden208. Be-
sonders die GPR133-Expression im Aortenbogen kann von Bedeutung sein. Zumindest ist 
nicht ausgeschlossen, dass die DCM durch ein funktionsbeeinträchtigtes Blutgefäßsystem in 
GPR133-KO-Mäusen hervorgerufen werden kann. Beispielsweise besteht die Tunica media 
der Aorta oder anderer Blutgefäße zu einem großen Teil aus glatter Muskulatur222,223. 
Zusammen mit elastischen Faserproteinen bzw. Bindegewebsstrukturen wird die Elastizität 
und der Gefäßtonus der Blutgefäße über glatte Muskeln bestimmt224–226. Die Elastizität 
herznaher Arterien ist wiederum wichtig für den physiologischen Druckausgleich zwischen 
der Systole und der Diastole227. Nach erfolgter Kontraktion des Herzmuskels während der 
endsystolischen Phase wird das Blut über die großen Blutgefäße in die Peripherie gepumpt. 
Der dabei entstehende Druck wird aber nicht direkt weitergegeben, sondern etwa die Hälfte 
der Energie über die Dehnung der Arterien gespeichert und erst nach dem Verschluss der 
Aortenklappe während der diastolischen Phase passiv durch die Rückstellung der gedehnten 
Gefäßwände weitergegeben. Der diesem Vorgang zugrundeliegende Effekt wird als 
Windkesseleffekt bezeichnet. Dieser sorgt für einen konstanten peripheren Blutstrom und 
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für die Entlastung des Herzens227. Im Alter wird der Windkesseleffekt immer schwächer. 
Grund dafür ist die Abnahme der Gefäßelastizität durch strukturelle Veränderungen von 
Elastin und Kollagen bzw. durch die Zunahme von arteriosklerotischen Ablagerungen227,228. 
In der Folge steigt vor allem der systolische Blutdruck sowie dementsprechend der Pulsdruck 
und dies kann auf längere Sicht zur Ausbildung von Herzerkrankungen führen228,229. 
Dementsprechend ist in WT-Mäusen eine Zunahme des Blutdrucks im Alter erkennbar, 
während die GPR133-KO-Mäuse aber sogar einen verringerten Blutdruck aufweisen (Ab-
bildung 12B). Folglich kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die KO-Mäuse durch das 
Fehlen des GPR133 eine verstärkte Elastizität bzw. einen verminderten Gefäßtonus 
beispielsweise in der Aorta aufweisen könnten. Dadurch würde die Gefäßwand mit jedem 
Schlag stärker nachgeben und Gefäßdilatationen bzw. Ektasien resultieren. Eine histo-
logische Analyse der Blutgefäße besonders der Aorta wurde allerdings noch nicht 
durchgeführt und sollte in Folgeversuchen näher untersucht werden. Fest steht, dass im 
Rahmen der Charakterisierung eines Mausmodells für das Marfan-Syndrom die Ausprägung 
einer DCM in Zusammenhang mit einer Aortendilatation gebracht werden konnte230. 
Zusammenfassend spricht viel dafür, dass der Kontraktilitätsdefekt allgemein verschiedene 
Gewebe mit glatter Muskulatur, beispielsweise im vaskulären, gastrointestinalen und 
urogenitalen System, betrifft. Allerdings konnte der Defekt nur in der Harnblase mit Sicher-
heit nachgewiesen werden.  
 
4.5 Bedeutung des GPR133 in der Wirbelsäule 
Aufgrund der Vorbefunde des Gpr133-KO-Zebrafisches133 wurde die Wirbelsäule von 
GPR133-KO-Mäusen näher untersucht. Neben einem signifikant reduzierten Hydroxylapatit-
gehalt in den Lendenwirbeln (Abbildung 20B) wurde eine signifikant verminderte Ober-
flächenspannung (Abbildung 20H) sowie eine signifikant verminderte Zellgröße (Abbildung 
20I) innerhalb des zur Bandscheibe gehörenden Nucleus pulposus ermittelt. Davon 
abgesehen konnten die im Zebrafisch beobachteten morphologischen Veränderungen wie 
eine deutliche Verbiegung der Wirbelsäule oder die Fusion mehrerer Wirbelkörper, wie in 
Kapitel 1.3.4.3 näher beschrieben, nicht beobachtet werden (Abbildung 20A und C-E).  
Die Bildung der Wirbelsäule läuft im Zebrafisch anders ab als in der Maus und demnach 
wurde das Auftreten des vollständigen Zebrafisch-Phänotyps in der KO-Maus nicht 
unbedingt erwartet. Das aus dem Mesoderm hervorgehende Notochord bildet embryonal 
sowohl im Zebrafisch als auch in der Maus eine Art initiales Gerüst für die spätere 
Wirbelkörperbildung231,232. Im Zebrafisch wird die Segmentierung in Wirbelkörper über das 
Wachstum von Vakuolenzellen innerhalb des Notochords realisiert, welche mit zunehmen-
der Größe mit der umliegenden Chordascheide (epithelial notochordal sheath233) inter-
agieren und auf diese Weise der Segmentierungsvorgang eingeleitet wird232,234. In der Maus 
und auch anderen Amnioten bildet sich das Notochord hingegen fast vollständig zu-
rück164,165. Über die Bildung von Somiten und die Anlagerung von mesenchymalen Sklero-
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tomzellen im Bereich des Notochords, was in der Maus an Tag E12 beginnt, wird der 
Ossifikationsprozess gesteuert235,236. Bereiche mit kondensierten Zellen bilden später den zur 
Bandscheibe gehörenden Faserring, den Annulus fibrosus, während aus nicht-kondensierten 
Zellen die Wirbelkörper hervorgehen. Ab Tag E14,5 ist das Notochord fast vollständig von 
Wirbelkörpern ersetzt und der aus dem Notochord hervorgehende Nucleus pulposus beginnt 
sich zwischen den Wirbelkörpern lateral auszubreiten, wobei Zellmigrationen, mechanische 
Kräfte z. B. durch Zellschwellungen, und die Interaktion mit vor allem Kollagen Typ II 
maßgeblich für dessen spätere Form und Eigenschaften verantwortlich sind235,236. Da im 
Zebrafisch über in-situ-Hybridisierung das Notochord als Expressionsort des Gpr133 
ausgemacht werden konnte, ist es nicht überraschend, dass in der adulten Maus im Nucleus 
pulposus, welcher der einzige vom Notochord übrigbleibende Bereich ist164,165, ebenfalls eine 
GPR133-Expression auf Grundlage der LacZ-Färbung nachgewiesen werden konnte 
(Abbildung 8D). Dazu passen dann auch die in der Maus beobachteten veränderten 
Gewebeeigenschaften des Nucleus pulposus (Abbildung 8H-I). 
Welche physiologischen Folgen die Veränderungen im Nucleus pulposus für die KO-Mäuse 
bedeuten, ist nicht klar. Die Bandscheiben, welche aus dem Nucleus pulposus und dem ihn 
umgebenden Annulus fibrosus sowie den zu den Wirbelkörpern gerichteten knorpligen 
Endplatten bestehen, verbinden die Wirbelkörper und sorgen für ausreichend Flexibilität 
und damit für die Funktionsfähigkeit der Wirbelsäule237,238. Dies wird besonders realisiert 
durch einen hohen extrazellulären Anteil an Proteoglykanen und damit verbunden mit 
großen Wassereinlagerungen, die für die nötige Elastizität der Bandscheiben nach Defor-
mationsprozessen aufgrund verschiedener Drücke sorgen. Im Nucleus pulposus ist der 
Proteoglykan-Anteil, vorrangig durch Aggrecan repräsentiert, am größten. Das Verhältnis 
von Proteoglykanen zu Kollagen Typ II beträgt dabei 27:1238. Im Annulus fibrosus werden 
extrazelluläre Bestandteile wie hauptsächlich Kollagen Typ I von Fibroblasten gebildet236,238, 
im Nucleus pulposus die extrazellulären Bestandteile hingegen über notochordale sowie 
Chondrozyten-ähnliche Zellen238,239. Veränderte Zelleigenschaften könnten also hier zu 
Funktionsbeeinträchtigungen der Bandscheiben und damit zu einer veränderten Flexibilität 
der Wirbelsäule führen. Auch daraus folgende degenerative Vorgänge der Bandscheiben 
sind denkbar, welche beim Menschen als häufigster Grund für Kreuzschmerzen gelten237. 
Neben Verklemmungen von Teilen der Bandscheibe im Wirbelkanal und der damit 
verbundenen Reizung des Rückenmarks wird das Auftreten der Schmerzen durch eine zu 
niedrige Kompressionsfähigkeit der Bandscheiben beschrieben. Dies wird in der Regel durch 
eine verminderte Dicke der Bandscheibe ausgelöst und führt zur Reizung der Nerven-
wurzeln237,240. Die Untersuchung der Bandscheibendicke ist bei den GPR133-KO-Mäusen 
jedoch noch ausstehend, obwohl festgehalten werden muss, dass die wirkenden Kräfte auf 
die Bandscheiben beim Menschen aufgrund des aufrechten Ganges viel größer sind als bei 
der Maus. In jedem Fall könnte ein verringertes Bandscheibenvolumen die signifikant 
verringerte Körperlänge der KO-Mäuse (Abbildung 11A-C) erklären241. Hinzu kommt, dass bei 
der Geburt der Mäuse die laterale Ausdehnung des Nucleus pulposus noch nicht vollständig 
abgeschlossen ist236 und möglicherweise findet diese Entwicklung der Bandscheiben im KO in 
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den ersten anderthalb Monaten verzögert statt. Das erklärt aber nicht, warum im Alter von 
11 Monaten erneut Längenunterschiede auftreten (Abbildung 11C).  
Eine weitere Assoziation des GPR133 konnte im Menschen mit einer veränderten Knochen-
dichte zumindest für das Fersenbein gezeigt werden171,172 und auch in der GPR133-KO-Maus 
wurde, wie bereits beschrieben, durch IMPC eine verminderte Knochendichte bestimmt168. 
Demnach passt der mittels CT in den Lendenwirbeln der in dieser Arbeit untersuchten 
GPR133-KO-Mäuse gemessene signifikant verminderte Hydroxylapatitgehalt (Abbildung 20B) 
zur Literatur. Hydroxylapatit bildet zusammen mit Calciumphosphat den anorganisch 
kristallinen Teil der extrazellulären Komponenten des Knochens242. Aus diesem Grund wird 
Hydroxylapatit auch als Maß für die Knochendichte bestimmt162. Der Knochen ist allgemein 
ein dynamisches Gewebe, in dem Resorptions- und Bildungsvorgänge in einem Gleichge-
wicht ablaufen. Die Knochendichte bleibt dabei konstant und Abweichungen davon können 
auf einen gestörten Knochenstoffwechsel hindeuten242. Ob die verminderte Knochendichte 
bereits bei neugeborenen Mäusen zu finden ist oder sich erst später bildet, wurde nicht 
untersucht. Fest steht, dass der GPR133 auch in den für die Knochenbildung zuständigen 
Osteoblasten nachgewiesen werden konnte159. Neben der funktionellen Beeinträchtigung 
der Osteoblasten könnte eine verminderte Knochendichte auch durch die knochenresorbie-
renden Osteoklasten oder vor allem durch einen Mangel an Wachstumsfaktoren, Calcitonin 
und Parathormon verursacht werden242. Das Parathormon konnte als möglicher Grund 
ausgeschlossen werden (Abbildung 20G). Auch Hydroxyprolin, welches im Kollagen gebun-
den ist und so zum organischen Teil der extrazellulären Komponenten des Knochens zählt, 
zeigte keine Unterschiede zwischen den Genotypen (Tabelle A13 im Anhang).  
Da die Wirbelkörper der KO-Mäuse sich in Form und Größe nicht von denen des WT 
unterscheiden (Abbildung 20C-E), ist ein embryonaler Zusammenhang zwischen der 
verminderten Knochendichte (Abbildung 20B) und den Veränderungen im Nucleus pulposus 
(Abbildung 20H-I) nicht zu finden. Vermutlich handelt es sich um zwei unabhängige 
Phänotypen.         
 
4.6 Die GPR133-KO-Maus ist ein potentieller Modellorganismus für humane Erkrankungen 
Nachdem in GPR133-KO-Mäusen unter anderem Veränderungen des kardialen Systems mit 
dem Erscheinungsbild einer ausgebildeten DCM, eine gestörte Kontraktilität der glatten 
Muskeln in der Harnblase, eine niedrigere Knochendichte in den Lendenwirbeln, Körper-
längenunterschiede und veränderte Eigenschaften innerhalb des Nucleus pulposus nach-
gewiesen werden konnten, stellt sich im Anschluss die Frage, inwieweit dies relevant bzw. 
übertragbar auf den Menschen ist. Angesichts des zur Maus sehr ähnlichen Expressions-
profils (Vergleich Abbildung 6 und Abbildung A26 im Anhang) liegt die Vermutung nahe, dass 
der GPR133 im Menschen eine sehr ähnliche Funktion erfüllt wie in der Maus. Organe mit 
einer hohen GPR133-Expression in der WT-Maus wie die Harnblase, die Speiseröhre, das 
Herz, die Lunge, Organe des reproduktiven Systems und des Magen-Darm-Trakts sowie 
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Fettgewebe zeigen auch im Menschen eine hohe GPR133-Expression. Auch auf Grundlage 
von Einzelnukleotid-Polymorphismen im GPR133-Gen entdeckte Assoziationen mit physio-
logischen Veränderungen im Menschen wie eine veränderte Körpergröße113–115, Herz-
frequenz109,110,155 und Knochendichte171,172 scheinen zwischen Mensch und Maus konserviert 
zu sein (Abbildung 11A-C, 12A und 20B). Ob Menschen mit einem (homozygot) funktions-
unfähigen GPR133 auch den beschriebenen Phänotyp der GPR133-KO-Maus zeigen, ist 
derzeit noch nicht klar. Es ist jedoch bekannt, dass Varianten des GPR133, die mit einem 
kompletten Funktionsverlust oder mit einer bis zu dreifach gesteigerten Rezeptoraktivität 
verbunden sind, zumindest heterozygot beim Menschen vorkommen können. Diese 
Menschen besitzen ebenso wie die Maus keinen offensichtlichen, lebenseinschränkenden 
Phänotyp243. Es ist zudem denkbar, dass Menschen mit einem kompletten Funktionsverlust 
des GPR133 aufgrund ihrer Symptome in ärztlicher Behandlung sind, dort aber die 
Verbindung zum genetischen Defekt nicht hergestellt wird. 
Außerdem muss die physiologische Bedeutung der im Vergleich zum WT beschriebenen 
Veränderungen in der GPR133-KO-Maus verstanden werden, um eine Verbindung zu 
humanen Erkrankungen finden zu können. Es ist nicht klar, welche Folgen beispielsweise die 
niedrigere Muskelkontraktilität in der Harnblase für die Maus hat. Möglicherweise besitzt 
die Maus eine Funktionsstörung beim Miktionsvorgang. Das muss folgend näher untersucht 
werden. Erkrankungen beim Menschen in Verbindung mit z. B. Harninkontinenz, Harnverhalt 
oder vesikorenalem Reflux wären hier denkbar. Die niedrigere Knochendichte könnte ein 
Zeichen von Osteoporose sein und Veränderungen in der Bandscheibe könnten beim 
Menschen zu Kreuzschmerzen und Bandscheibenprolapsen führen. Letztere konnten im 
Gpr133-KO-Zebrafisch sogar beobachtet werden. Die klarste Verbindung zwischen GPR133-
KO-Maus und humaner Erkrankung ist aber die DCM. Und tatsächlich konnte in einer RNA-
Seq-Analyse mit DCM-Patienten eine signifikante Herunterregulation des GPR133 gezeigt 
werden179. Es spricht folglich viel dafür, dass die GPR133-KO-Maus als potentieller Modell-
organismus für die im Menschen auftretende DCM angesehen werden kann.  
Die Inzidenz der beim Menschen auftretenden DCM liegt bei 7 Fällen pro 100.000244 und 
etwa ein Viertel davon sind erblich bedingt. Es konnten jedoch erst einige der beteiligten 
Gene bzw. Proteine identifiziert werden245,246. Bei diesen handelt es sich hauptsächlich um 
Proteine, die für die Signalübertragung zwischen extra- und intrazellulären Komponenten 
verantwortlich sind sowie Proteine der kontraktilen Einheit246–248. Durch die Charakteri-
sierung von KO-Mäusen konnten Mutationen von beispielsweise Desmin, δ-Sarcoglycan 
sowie von dem Muscle-LIM-Protein als direkte Ursache der DCM beim Menschen 
identifiziert werden. Es existieren aber auch Proteine, welche im Menschen mit einer DCM in 
Verbindung gebracht, in der Maus aber kein Zusammenhang zu einer Herzerkrankung 
gefunden werden konnte246. Als Grund dafür kann die Komplexität verschiedener Stoff-
wechselwege in Mensch und Maus angebracht werden. Zwar ist die Maus aufgrund unter 
anderem ihrer genetischen, biochemischen und physiologischen Ähnlichkeit zum Menschen 
das am meisten verwendete Tiermodell um Erkrankungen beim Menschen zu erforschen, 
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allerdings können kleine Unterschiede zu verschiedenen Phänotypen führen249. Ein Beispiel 
dafür ist die Mutation des im extrasarkomerischen Zytoskelett wichtigen Dystrophins. Im 
Menschen ist ein mit dieser Mutation in Verbindung stehendes Krankheitsbild die DCM, 
während dies in der Maus nicht beobachtet werden kann247. Erst eine weitere Mutation von 
Utrophin zeigt in der Maus den im Menschen beobachteten Phänotyp, was Ikeda und Ross 
Jr. zu der Erkenntnis brachte, dass Utrophin auf den Funktionsverlust von Dystrophin in der 
Maus kompensatorisch wirkt, im Menschen jedoch nicht247. Dabei sind diese genetisch 
bedingten Unterschiede nicht nur zwischen Mensch und Maus vorhanden, sondern bei 
Mäusen auch zwischen verschiedenen Linien250–252. Die in dieser Arbeit verwendeten Mäuse 
haben wie in Kapitel 2.2 beschrieben gemischte genetische Hintergründe. Dies sorgt auf der 
einen Seite für eine größere Bandbreite an möglichen Phänotypen, auf der anderen werden 
aber Ergebnisse mit einer höheren Varianz erwartet252. Das heißt, dass signifikante 
Unterschiede zwischen WT- und KO-Mäusen einen eher robusten Phänotyp beschreiben, 
was die Projektion auf die hohe genetische Varianz beim Menschen begünstigt. Schwächere 
Phänotypen könnten auf diese Weise aber unentdeckt geblieben sein. 
   
4.7 Limitierungen und Ausblick 
Die Grundcharakterisierung der GPR133-KO-Maus konnte einen wichtigen Beitrag zum 
Verständnis der physiologischen Bedeutung des Rezeptors leisten. Aufgrund der Komplexität 
des untersuchten Organismus bzw. beteiligter Stoffwechselwege konnte jedoch nicht final 
geklärt werden, welche entdeckten Unterschiede zwischen WT- und KO-Mäusen kausal und 
welche möglicherweise kompensatorisch auftreten. Um dies zu bewerkstelligen sollten 
einerseits analog zum Zebrafisch auch in der Maus die Expression des Rezeptors in 
verschiedenen Altersstadien untersucht werden und andererseits können konditionelle KO-
Ansätze hier hilfreich sein, den Beitrag der einzelnen Zelltypen zum Gesamtphänotyp zu 
klären. Das initiale Auftreten der beobachteten Phänotypen könnte beispielweise Hinweise 
auf die kausalen Zusammenhänge liefern, so wäre es an dieser Stelle interessant, ob der 
mittels Echokardiogramm entdeckte und zur DCM passende Phänotyp bereits bei 
neugeborenen Mäusen beschrieben werden kann und ob dieser im Alter schwächer wird 
oder sich verstärkt. Ähnliches gilt auch für die weiteren entdeckten Veränderungen wie 
Muskelkontraktilität, Knochendichte und Nucleus pulposus-Eigenschaften. Die Verwendung 
von konditionellen KO-Mäusen ist hingegen mit der Existenz von spezifischen Promotoren 
für die verschiedenen Zelltypen verbunden und, wie in Kapitel 4.3 beschrieben, gibt es diese 
für beispielsweise kardiale Fibroblasten noch nicht. Davon abgesehen müsste für diesen 
Ansatz gewährleistet werden, dass der KO nicht bereits durch die Insertion der Genkassette 
initiiert wird. 
Auch die embryonale Untersuchung des GPR133 in der Maus könnte weitere Erkenntnisse 
zur physiologischen Bedeutung des Rezeptors bringen. Es ist geplant, Herzschnitte in 
Embryos (E13,5) am Universitätsklinikum Erlangen unter der Leitung von Prof. Dr. Felix Engel 
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untersuchen zu lassen. Dieser Versuch ist interessant, denn auf der einen Seite konnte im 
Gpr133-KO-Zebrafisch ein Trabekulierungsdefekt im Herzen beobachtet werden, auf der 
anderen Seite sind embryonale Defekte häufig mit stärkeren Phänotypen verbunden als sie 
in der GPR133-KO-Maus beobachtet werden konnten. Unabhängig davon legen die RNA-Seq-
Daten des Herzens und der Harnblase der Maus (Tabelle A11 im Anhang) sowie des 
gesamten Zebrafischs in verschiedenen Altersstadien133 eine Verbindung des GPR133 mit 
dem Notch-Signalweg nahe. Der Notch-Signalweg ist in Metazoa hochkonserviert und einer 
der wichtigsten aktiven Signalwege während der Embryonalentwicklung sowie allgemein 
während Vorgängen der Zellproliferation, der Apoptose, der Zelldifferenzierung sowie 
anderer spezifischer Entwicklungsprozesse253–255. Aus diesem Grund wurde die Expression 
von Notch1, einer von vier Rezeptoren des gleichnamigen Signalweges253, in vitro 
untersucht, wobei eine signifikante Herunterregulation des Notch-Rezeptors nach 
Stimulation des Gαs-Signalweges (Abbildung 1A) unter anderem vermittelt durch die 
Aktivierung des GPR133 gezeigt werden konnte (Abbildung 21A-B). Als Verbindung zwischen 
dem Notch-Signalweg und dem Gαs-Signalweg, durch welchen es über cAMP zur Aktivierung 
der PKA kommt, wird unter anderem Präsenilin (presenilin) bzw. PEN-2 (presenilin enhancer 
2) beschrieben256. Beide sind Untereinheiten des zur Notch1-Aktivierung nötigen γ-
Sekretase-Komplexes257 und wiederum die Aktivierung von PEN-2 wird über den 
Transkriptionsfaktor CREB (cAMP response element-binding protein) gesteuert258. Eine 
erhöhte PKA-Aktivität (Abbildung 1A) kann also tatsächlich den Notch-Signalweg über 
Notch1 aktivieren256. Interessant ist, dass in der Harnblase der GPR133-KO-Maus sowohl 
Präsenilin 1 tendenziell (p=0,0594) als auch Parl (presenilin associated, rhomboid-like 
protein) signifikant (p=0,0071) herunterreguliert vorliegen. Ein dysregulierter Notch-
Signalweg könnte folglich eine veränderte Organisation bzw. Funktion von z. B. glatten 
Muskelzellen, kardialen Fibroblasten oder notochordalen Zellen erklären. Für eine klarere 
Aussage müsste die Verbindung zwischen dem Notch-Signalweg und dem GPR133 jedoch 
auch in vivo untersucht werden. 
In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine verminderte Muskelkontraktilität nur in der 
Harnblase sicher festgestellt werden. In folgenden Versuchsansätzen muss nun die 
Allgemeingültigkeit des Kontraktilitätsdefekts für alle weiteren Gewebe und Organe mit 
glatter Muskulatur geklärt werden. Besonders für Darm und Blutgefäße genügten die hier 
erhaltenen Ergebnisse nicht aus, um eine klare Aussage über die Muskelkontraktilität treffen 
zu können. In diesem Zusammenhang sollte die GPR133-Expression in Gewebeschnitten des 
Darms und von Blutgefäßen wie der Aorta intensiviert sowie histologische und funktionelle 
Untersuchungen dieser Gewebe durchgeführt werden. Mögliche Dilatationen könnten auf 
diese Weise bestätigt oder wiederlegt werden. Die Untersuchung der Harnblasendehnung 
kann wiederum Rückschlüsse auf die physiologischen Folgen der verminderten Muskel-
kontraktilität in der Maus bringen.  
Die mittels Dextranblau gemessene verzögerte Darmpassagezeit könnte mit einer vermin-
derten Muskelkontraktilität im Gastrointestinaltrakt zusammenhängen, könnte aber auch 
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durch eine niedrigere Nahrungsaufnahme verursacht werden. Derzeit läuft bereits ein 
umfangreiches metabolisches Screening der Mäuse unter der Leitung von PD Dr. Nora 
Klöting (IFB AdipositasErkrankungen, Medizinische Fakultät der Universität Leipzig), durch 
welches Nahrungs- und Kotmengen näher untersucht werden. In diesem Zusammenhang 
wird die Rolle des GPR133 auch im Fettgewebe analysiert.  
Die Beurteilung der mittels Röntgen-Aufnahmen erhobenen Cobb-Winkel von WT- und 
GPR133-KO-Mäusen war nicht trivial (Abbildung 20A). Zwei WT-Mäuse wiesen Cobb-Winkel 
von 36 bis 45° auf. Ab einem Cobb-Winkel von 10° wird beim Menschen von einer leichten 
Form der Skoliose gesprochen259,260. In der WT-Maus können auch Winkel von bis zu 15° als 
normal angesehen werden261. Die gemessenen Winkel in diesen zwei WT-Mäusen zeigen 
somit entweder zufällige Befunde einer Skoliose an oder es handelt sich um fehlerhafte 
Messwerte. Der Versuch sollte also wiederholt werden, gerade auch unter dem Aspekt, dass 
beim Menschen im jugendlichen Alter eine Assoziation des GPR133 mit der Ausbildung einer 
idiopathischen Skoliose festgestellt werden konnte173.  
In Verbindung mit den veränderten Eigenschaften im Nucleus pulposus sollte wie bereits im 
Zebrafisch mittels in-situ-Hybridisierung die embryonale Expression des GPR133 im Bereich 
des Notochords untersucht werden. Eine mögliche altersbedinge Degeneration des Nucleus 
pulposus kann durch die nicht-invasive Vermessung der Bandscheiben mittels MRT realisiert 
werden262. Davon abgesehen ist es wichtig herauszufinden, ob zwischen den Veränderungen 
im Nucleus pulposus und der verminderten Knochendichte in den Lendenwirbeln ein direkter 
Zusammenhang besteht und ob die verminderte Knochendichte auch in anderen Knochen 
aus den bereits aufgenommenen CT-Aufnahmen abgeleitet werden kann.  
Einen weiteren wichtigen Beitrag zur Klärung der physiologischen Bedeutung des GPR133 
könnte die Identifizierung von Liganden bzw. Interaktionspartnern des Rezeptors leisten. 
Zuletzt haben Bianchi et al. im Hochdurchsatz-Screening mittels Bindungsstudien das unter 
anderem im Eileiter exprimierte PLXDC2-Protein (Plexin domain-containing protein 2) als 
Ligand für den GPR133 vorgeschlagen170 und dieses Protein in Verbindung mit der in 
weiblichen KO-Mäusen auftretenden Infertilität gebracht. Welche Bedeutung dieses Protein 
durch Interaktion mit dem GPR133 auch in anderen Geweben und Organen der Maus 
besitzt, muss folgend überprüft werden. Im gleichen Screening konnten aber auch noch 
weitere potentielle Interaktionspartner gefunden werden wie beispielsweise BMP10 (Bone 
morphogenetic protein 10)170. Über bereits publizierte Daten können potentielle Liganden 
physiologischen Funktionen zugeordnet werden. BMP10 ist laut Literatur z. B. an der 
Trabekulierung im Herzen beteiligt263, was mit dem bereits beschriebenen 
Trabekulierungsdefekt im Gpr133-KO-Zebrafisch zusammenpassen würde. Aber auch hier 
müssen für eine Aussage weitere Untersuchungen folgen. Da der GPR133, wie auch andere 
aGPCR, einen langen N-Terminus besitzt, sind auch Interaktionen mit Komponenten der ECM 
wie z. B. mit Kollagenen oder Integrinen denkbar. Über einen ELISA-Ansatz wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Interaktion des GPR133 mit verschiedenen Kollagenen 
untersucht. Die Kollagene wurden auf Grundlage der RNA-Seq-Analyse in Maus und 
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Zebrafisch ausgesucht. Der Versuch scheiterte jedoch wahrscheinlich an der zu starken 
Interaktion der untersuchten Kollagene mit den Oberflächen der verwendeten 
Reaktionsgefäße. Ein verbesserter Ansatz mit beispielsweise beschichteten Oberflächen 
könnte ein aussagekräftigeres Ergebnis bringen. Allerdings ist gerade bei Kollagen als 
Interaktionspartner fraglich, ob eine potentielle Rezeptoraktivierung bereits bei Kontakt mit 
ungeordneten Kollagenfasern entsteht. Vermutlich ist für eine solche Interaktion eine 
funktionelle Matrix nötig mit definierter Faserdichte. 
Neben der Charakterisierung des gesamten GPR133 sollte auch die physiologische Rolle 
einzelner Bereiche und Domänen des Rezeptors geklärt werden. Möglicherweise haben das 
NTF und das CTF wie beispielsweise bei LAT-1 im Fadenwurm93 unterschiedliche Funktionen. 
Auch können Splicevarianten sich in verschiedenen Geweben funktionell unterscheiden, wie 
Knierim et al. kürzlich für mehrere aGPCR beschrieben154. Und es ist zudem auch nicht von 
der Hand zu weisen, dass der in der GPR133-KO-Maus exprimierte lösliche Teil bis Exon 7 
potentiell einen Einfluss auf den Phänotyp haben könnte. Über die Charakterisierung 
verschiedener genetischer Mutanten, welche den jeweiligen zu untersuchenden Teil nicht 
besitzen, können die offenen Fragen geklärt werden, auch wenn die Umsetzung in der Maus 
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5. Zusammenfassung/Summary 
Please find below the English version 
 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) stellen beim Menschen die größte Familie der 
Membranproteine dar und nehmen eine Schlüsselfunktion bei zahlreichen physiologischen 
Prozessen ein, z. B. bei der Regulation im kardiovaskulären System, bei der Muskelkontrak-
tion, bei der Sekretion von Hormonen, bei der Neurotransmission sowie bei Zellproli-
ferations- und Zellentwicklungsprozessen. GPCR sind damit von herausragender Bedeutung 
für die Forschung und Entwicklung von pharmakologischen Wirkstoffen. Etwa 35-50 % aller 
neu entwickelten Medikamente adressieren GPCR. Jedoch sind sowohl physiologische 
Funktion als auch endogene Liganden von etwa 100 dieser Rezeptoren bis heute nicht 
bekannt. Diese GPCR werden auch als orphan bezeichnet. Dabei können das Verständnis für 
Funktion und Ligand jedes einzelnen dieser orphanen Rezeptoren potentiell ganze 
Forschungsfelder mit neuen therapeutischen Optionen für den Menschen eröffnen.  
Beim GPR133/ADGRD1 handelt es sich um einen dieser orphanen Rezeptoren, welcher zur 
Familie der Adhäsions-GPCR (aGPCR) zählt. Über genomweite Assoziationsstudien (GWAS) 
konnte der GPR133 im Menschen unter anderem mit einer veränderten Herzfrequenz, 
Körpergröße und Knochendichte in Verbindung gebracht werden. Welche exakte Rolle der 
Rezeptor dabei im Menschen oder anderen Organismen spielt, konnte bis heute nicht 
geklärt werden. Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit war folglich die physiologische 
Bedeutung des GPR133 im Knockout-Mausmodell zu charakterisieren. 
Die Verpaarung von heterozygot transgenen Weibchen und Männchen resultierte in 
gesunden Nachkommen mit erwarteter ausgeglichener Geschlechtsverteilung und einer 
Genotypenverteilung im Verhältnis von nahezu 25 % Wildtyp (WT), 50 % hetero- und 25 % 
homozygot transgener Knockout (KO)-Mäuse. Im direkten Vergleich zwischen WT- und 
GPR133-KO-Mäusen konnten auf den ersten Blick keine offensichtlichen Unterschiede im 
Aussehen, in der Bewegung oder soweit ohne die Verwendung spezifischer Tests beurteilbar 
im Verhalten beobachtet werden. Anschließend wurde das Expressionsmuster des GPR133 
in verschiedenen Organen und Geweben von WT-Mäusen mittels qPCR untersucht, wobei 
eine starke Expression in Organen mit einem hohen Muskelanteil beobachtet werden 
konnte, z. B. in der Harnblase, Speiseröhre, Zunge, im Herzen, in Skelettmuskeln, im Uterus 
sowie in Organen des Gastrointestinaltrakts und des respiratorischen Systems. Weiterhin 
wurde eine mäßige bis geringe Expression in Knochengewebe gefunden. Indirekt konnte die 
GPR133-Expression auch in transgenen KO-Mäusen über das LacZ-Reportergen mittels X-Gal-
Färbung nachvollzogen werden. Die stärkste Färbung wurde passend zur qPCR in der Tunica 
muscularis (glatte Muskelschicht) der Harnblase beobachtet. Aber auch unter anderem im 
Herzen im Bereich des Vorhofepikards sowie in der Wirbelsäule innerhalb des zur 
Bandscheibe gehörenden Nucleus pulposus konnte GPR133-Expression gezeigt werden. 
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Daraufhin wurde die physiologische Untersuchung des Mausmodells basierend auf den 
publizierten Assoziationsstudien und den Expressionsdaten zum GPR133 fokussiert auf: 
1. Herz 
2. Glatte Muskulatur 
3. Wirbelsäule 
1. Herz: In GPR133-KO-Mäusen konnten mittels echokardiographischer Untersuchung 
signifikant erweiterte Ventrikel, signifikant dünnere ventrikuläre Wände sowie eine ver-
minderte Ejektions- und Verkürzungsfraktion bestimmt werden, was dem im Menschen 
beobachteten Befund einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) entspricht. Weiterhin 
zeigten die KO-Mäuse passend zur GWAS eine signifikant gesteigerte Herzfrequenz bei 
jedoch unauffälligem Blutdruck. Es ist bekannt, dass eine niedrigere Ejektionsfraktion und 
die damit verbundene Herzinsuffizienz zu einer sympathikotonen Überaktivität führt. Über 
den Anstieg der Katecholaminkonzentration wird daraufhin die Herzfrequenz kompensa-
torisch erhöht. Tatsächlich konnte in KO-Mäusen eine signifikant gesteigerte Adrenalinkon-
zentration im Blutplasma bestimmt werden. Eine weitere Forcierung der Herzfrequenz-
steigerung durch die Injektion des β-Adrenozeptor-Agonisten Isoprenalin führte in WT- und 
KO-Mäusen zu einem ähnlich großen Anstieg der Frequenz. Im KO wurde danach die basale 
Herzfrequenz aber signifikant schneller erreicht als im WT, was vermuten lässt, dass KO-
Mäuse an höhere Herzfrequenzen und Katecholaminkonzentrationen gewöhnt sind. Die 
GPR133-KO-Mäuse haben anscheinend einen höheren Sympathikotonus als vergleichbare 
WT-Tiere. Welche Ursache der beschriebene Phänotyp der KO-Maus hat, konnte im Rahmen 
dieser Arbeit jedoch nicht ermittelt werden. Ein Herzklappendefekt konnte ausgeschlossen 
werden. Auf Einzelzellebene wird in der Literatur eine GPR133-Expression im adulten Herzen 
in kardialen Fibroblasten beschrieben, jedoch nicht in Kardiomyozyten. Eine beeinträchtigte 
Fibroblastenfunktion wäre eine mögliche Ursache für den Herz-Phänotyp. Fibroblasten sind 
im Herzen hauptsächlich für die Ausbildung des Binde- und Stützgewebes zuständig. Dabei 
bilden sie ein dynamisches Netzwerk durch den Auf- und Abbau von extrazellulärer Matrix 
und wirken auf diese Weise direkt auf die physiologische Funktion des Herzens. In den KO-
Mäusen konnte aber weder eine veränderte Fibroblastenquantität noch eine erhöhte 
Fibroblastenaktivität in Form von Fibrosierungen festgestellt werden. Fest steht nur, dass in 
KO-Mäusen auf Grundlage einer im Herzen erfolgten RNA-Seq-Analyse eine signifikante 
Regulation von Komponenten der extrazellulären Matrix, des Aktin-Zytoskeletts sowie der 
Herzkontraktion identifiziert werden konnte. Ein embryonaler Defekt kann ebenfalls als 
mögliche Ursache nicht ausgeschlossen werden. In histologischen und transmissions-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen des Herzens konnte jedoch kein Hinweis darauf 
gefunden werden. Welche Folgen die DCM und die sich wahrscheinlich daraus ergebenden 
pathophysiologischen Veränderungen für die KO-Maus haben, wurde mittels Laufband-
Vorrichtung untersucht, wo KO-Mäuse eine signifikant kürzere Strecke bis zur körperlichen 
Erschöpfung zurücklegen konnten. Allerdings sind auch andere Kausalzusammenhänge 
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zwischen den beobachteten Ergebnissen denkbar, welche weiteren Untersuchungen 
bedürfen. 
2. Glatte Muskulatur: In dieser Arbeit wurde die Muskelkontraktilität von Harnblasenringen 
untersucht. Die Gewebeproben wurden dabei mit einem selbstgebauten Doppelskalpell mit 
definiertem Klingenabstand orthogonal zur Harnröhre geschnitten und in einer physio-
logischen Lösung zwischen einem starren Metallstift und einem Kraftmesser eingespannt. 
Mit aufsteigenden Konzentrationen des Acetylcholin-Analogons Carbachol wurde die 
Muskelkontraktilität in Echtzeit untersucht und später gegen das maximale Signal nach 
Stimulation mit Kaliumchlorid normiert. Dabei zeigte sich im KO eine signifikant verminderte 
Muskelkontraktilität. Unterstützt wird dieser Befund durch die Ergebnisse der auch in der 
Harnblase durchgeführten RNA-Seq-Analyse. Neben Komponenten der extrazellulären 
Matrix und des Aktin-Zytoskeletts sind hier auch Bestandteile der Muskeldifferenzierung und 
Muskelentwicklung signifikant reguliert. Da in der Harnblase die Expression des GPR133 
ausschließlich in glatten Muskelzellen gezeigt werden konnte, wurden auch noch weitere 
Gewebe mit einem hohen Anteil glatter Muskulatur mit dem gleichen Versuchsaufbau 
untersucht, z. B. Geweberinge des Dünndarms und der Aorta. Für den Aortenbogen wurde 
auch in der Literatur eine GPR133-Expression beschrieben. Allerdings konnte weder für 
Dünndarm- noch für Aortenringe ein Signal erhalten werden. Gleiches gilt für die Stimulation 
mit Vasopressin und Angiotensin. Für längs aufgespannte Dünndarmstreifen konnte 
schließlich ein Signal mit Carbachol erzeugt werden, aufgrund der Darmperistaltik der 
Gewebestreifen konnte das Ergebnis jedoch nicht klar interpretiert und mit dem Ergebnis 
der Harnblasenproben verglichen werden. Aus diesem Grund wurde alternativ dazu die 
Darmpassagezeit des nicht-absorbierbaren Dextranblau nach oraler Verabreichung im Kot 
analysiert. Dabei zeigte sich  eine signifikant verlängerte Passagezeit in KO-Mäusen. Dieses 
Ergebnis kann damit als Hinweis auf eine verminderte Muskelkontraktilität im Gastro-
intestinaltrakt verstanden werden. Allerdings kann die Darmpassagezeit auch über andere 
Parameter beeinflusst werden wie z. B. über die aufgenommene Nahrungsmenge oder über 
verschiedene Stressstimuli. Eine verminderte Muskelkontraktilität konnte somit mit Sicher-
heit nur für die Harnblase nachgewiesen werden. Ein potentieller Kontraktilitätsdefekt der 
glatten Muskulatur im vaskulären System könnte allerdings ein weiterer Erklärungsansatz für 
die im Herzen beobachtete DCM sein. 
3. Wirbelsäule: In Wirbelkörpern von GPR133-KO-Mäusen konnte passend zur GWAS im 
Menschen mittels Computertomographie eine signifikant verminderte Knochendichte 
gemessen werden. Weiterhin wurde im Nucleus pulposus mittels Rasterkraftmikroskopie 
eine signifikant verminderte Oberflächenspannung und konfokalmikroskopisch eine 
signifikant niedrigere Zellgröße ermittelt. Bei den Zellen des Nucleus pulposus handelt es sich 
hauptsächlich um notochordale Zellen. Das Notochord bildet embryonal in der Maus eine 
Art Gerüst für die spätere Wirbelsäulenbildung. Während dieses Prozesses wird das 
Notochord fast vollständig von mesenchymalen Sklerotomzellen ersetzt, durch welche der 
Ossifikationsprozess wesentlich gesteuert wird. Im Bereich der späteren Bandscheiben dehnt 
 
5. Zusammenfassung/Summary 
- 87 - 
 
sich das übrig gebliebene aus dem Notochord hervorgehende Gewebe lateral aus und bildet 
später den innenliegenden Teil der Bandscheibe, den Nucleus pulposus, welcher aufgrund 
seines hohen extrazellulären Anteils an Proteoglykanen und damit verbunden durch große 
Wassereinlagerungen zur nötigen Elastizität der Bandscheiben und damit zur Funktionalität 
der Wirbelsäule wesentlich beiträgt. Die laterale Ausdehnung des notochordalen Gewebes 
ist mit der Geburt der Mäuse jedoch noch nicht abgeschlossen und könnte die passend zum 
Menschen ebenfalls in der Maus ermittelten Längenunterschiede erklären. GPR133-KO-
Mäuse waren im Alter zwischen Tag 5 und Tag 30 signifikant kürzer im Vergleich zum WT. 
Mit steigendem Alter wurden diese Unterschiede jedoch immer kleiner und glichen sich bis 
zu einem Alter von anderthalb Monaten an. Da die Wirbelkörper der KO-Mäuse keine 
morphologischen Unterschiede zeigten, weder optisch noch mittels computertomographisch 
durchgeführter Längen- und Flächenanalyse, ist eine direkte Verbindung zwischen der 
verminderten Knochendichte und den veränderten Eigenschaften des Nucleus pulposus 
allerdings eher unwahrscheinlich. Auch hier konnten die dem Phänotyp zugrundeliegenden 
Ursachen nicht geklärt werden. Ein durch eine dysregulierte Parathormonkonzentration 
verursachter Mineralisierungsdefekt in den Wirbelkörpern konnte ausgeschlossen werden. 
Zusammenfassend leistet die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zum Verständnis 
der physiologischen Bedeutung des GPR133 in der Maus. In folgenden Versuchen muss nun 
geklärt werden, welche pathophysiologischen Auswirkungen die gefundenen Veränderungen 
für die GPR133-KO-Maus haben und inwieweit dies auf den Menschen übertragbar ist. Mit 
der DCM konnte bereits eine Verbindung zu einer schwerwiegenden Erkrankung beim 
Menschen hergestellt werden und auch umgekehrt konnte in einer Studie mit Patienten mit 
ausgebildeter DCM auf Grundlage einer RNA-Seq-Analyse eine signifikant reduzierte 
Expression des GPR133 nachgewiesen werden. 
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
G protein-coupled receptors (GPCR) are the largest family of membrane proteins in human 
and play a key role in many physiological processes such as the regulation of the cardio-
vascular system, the contraction of muscles, the secretion of hormones, neurotransmission, 
and cell proliferation as well as cell development. Hence, GPCR have high importance in 
pharmaceutical research. Approximately 35 to 50 % of all newly developed drugs target 
GPCR. However, the physiological function and the endogenous ligands of about 100 of 
these receptors are still unknown. These GPCR are termed as orphan. The clarification of 
function and ligand can potentially lead to new research fields with novel therapeutic 
options for humans. 
The GPR133/ADGRD1 is one of these orphan receptors and belongs to the family of adhesion 
GPCR (aGPCR). Genome-wide association studies (GWAS) indicate a link between the 
GPR133 and differences in heart rate, body height and bone mineral density in human but 
the physiological importance of this receptor in human and other species remains elusive. 
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Thus, the aim of this study was to characterize the physiological relevance of the GPR133 
using a knockout mouse model. 
Mating of the heterozygous transgenic mice resulted in viable offspring with a balanced sex 
ratio of almost 50 % male and 50 % female and a genotype distribution of approximately 
25 % wild type (WT), 50 % hetero- and 25 % homozygous transgenic (KO), as expected. The 
mutant KO mice showed no obvious abnormalities in appearance, movement or physical 
strength compared to WT. Results of the qPCR analysis in WT showed highest expression in 
tissue with high muscular content like urinary bladder, esophagus, tongue, heart, skeletal 
muscle, uterus, the gastrointestinal tract and the respiratory system. Furthermore, there 
was a slight to moderate expression in bone tissue. In line with the qPCR data, the indirect 
expression analysis of KO tissue slices using the lacZ dye X-gal as reporter indicates 
expression of GPR133 in the tunica muscularis of the urinary bladder, and additionally in the 
nucleus pulposus, which is part of the intervertebral disc, as well as in the atrial epicardium.  
Based on the above-mentioned association studies and on the obtained expression data the 
physiological characterization of the mouse model was focused on: 
1. Heart 
2. Smooth muscle tissue 
3. Spine 
1. Heart: Echocardiographic imaging showed that GPR133 KO mice have a significantly 
enlarged left ventricle volume and a significantly lower wall thickness and on a functional 
level a lower ejection fraction and fractional shortening. These results correspond to findings 
in patients with dilated cardiomyopathy (DCM). Additionally, in line with GWAS the KO mice 
have a significantly higher heart rate compared to WT which was not accompanied by 
altered blood pressure. It is known that a lower ejection fraction and the resulting cardiac 
insufficiency lead to sympathetic hyperactivity and thus increased heart rate. Corre-
spondingly, the catecholamine concentration in blood plasma of KO mice is significantly 
upregulated as proved by an adrenaline concentration measurement. A more intense 
acceleration of heart rate was triggered using the β adrenoreceptor agonist isoprenaline. 
The increase in heart rate was similar in WT and KO mice, whereas the decrease to basal 
heart rate was significantly faster in KO. This leads to the assumption that KO mice are better 
accustomed to higher heart rate and adrenaline level. It therefore seems that KO mice have 
an enhanced sympathetic tone but the underlying cause of this phenotype is still unclear. A 
causal heart valve defect was excluded. On a single cell level, literature indicates GPR133 
expression in adult heart in cardiac fibroblasts but not in cardiomyocytes. An impaired 
fibroblast function could potentially explain the heart phenotype. Fibroblasts are in general 
responsible for the formation of supporting and connective tissue. They are able to develop 
and rebuilt a dynamic network of extracellular matrix and therefore contribute to the 
physiological heart function. In KO hearts neither a changed fibroblast quantity nor a higher 
fibroblast activity as indicated by the absence of fibrosis was detectable. However, based on 
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RNA-Seq analysis of the heart many components of the extracellular matrix, the actin 
cytoskeleton and heart contraction elements are significantly regulated. An embryonic 
defect could be possible as well, but histological and electron microscopical indications for 
this defect are missing. It is thus necessary to intensify investigations to confirm or refuse 
embryonic participation. The pathophysiological impact of the DCM for mice was tested 
using a treadmill exercise protocol where KO mice significantly tired faster than WT 
littermates. The underlying mechanism and the causal connection of the described changes 
in KO are still unclear and should be analyzed in more detail in following experiments. 
2. Smooth muscle tissue: As a first step, the smooth muscle contractility of urinary bladder 
tissue rings was tested. The samples were prepared with a self-made double-bladed scalpel 
with a defined ring thickness cut orthogonal to the urethra. The rings were mounted 
between a stationary pin and a movable hook, which was connected to a force transducer. 
The clamped tissue rings were stimulated using the acetylcholine analog carbachol, the 
contractility of the samples were recorded in real-time and then normalized to the maximum 
KCl signal. As a result, the KO showed a significantly reduced muscle contractility compared 
to WT. This fits with the results of the RNA-Seq analysis of the urinary bladder, where many 
components of the muscle differentiation and development as well as of the extracellular 
matrix and actin cytoskeleton, like in the heart, were significantly regulated. Due to the 
described expression of GPR133 in smooth muscle cells of the urinary bladder, other tissues 
with high smooth muscular content were investigated using the same setup, e.g. tissue rings 
of small intestine and aorta (for the aortic arch GPR133 expression was published in the 
literature). However, it was not possible to get a signal after stimulation with carbachol as 
well as with vasopressin and angiotensin. Other tissue orientations were tested and it was 
indeed possible to record a signal of small intestine samples spanned lengthwise using 
carbachol. But there was a high additionally interfering signal of the physiological peristalsis 
and therefore the result is both hard to interpret and incomparable to urinary bladder rings. 
For this reason, the muscle contractility of intestine was indirectly investigated by analyzing 
the gastrointestinal emptying time. Hence, non-absorbable blue dextran was administered 
orally and measured periodically in the feces. The emptying time was significantly delayed in 
KO mice. This result might be an indication of an actual impairment of smooth muscle 
contractility but there are several other parameters affecting intestinal functioning, e.g. food 
quantity or stress stimuli. Thus, it is not safe to conclude that there actually is a muscle 
contractility impairment. Evidence for a potential defect in smooth muscle contractility can 
therefore only be established in the urinary bladder. Nevertheless, such a defect in the 
vascular system could potentially explain the DCM phenotype observed in the heart. 
3. Spine: Consistent with GWAS, a significant reduction of bone mineral density in vertebral 
bodies of GPR133 KO mice was measured using computed tomography scans. Additionally, 
KO mice showed a significantly reduced surface tension and cell size in the nucleus pulposus 
in atomic force and confocal microscopy. The cells in the nucleus pulposus are primarily 
derived from the notochord, which functions as a scaffold during the embryonic spine 
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formation. In the process of spine formation and osteogenesis, the notochord is almost 
completely replaced by mesenchymal cells of the sclerotome. In the area of the later 
intervertebral discs the remaining part of the notochord expands in lateral direction and 
forms the center of the disc, the nucleus pulposus. This inner part contains a high 
proteoglycan content and related to this a high proportion of water, which is necessary for 
flexibility of the intervertebral disc and physiological function of the spine. The lateral 
expansion of the notochordal tissue is not completed at birth of the mice. This could 
potentially explain the differences in body length between day 5 and 30, where KO mice are, 
analogous to the GWAS findings in human, significantly shorter than WT mice. The 
differences are decreasing with age and one and a half months after birth body length of KO 
and WT is similar. There is most likely no connection between the above-mentioned lower 
bone mineral density and the altered nucleus pulposus properties as there are no differences 
in shape and size of the vertebral bodies (neither visually nor calculated from computed 
tomography imaging). Hence, the underlying mechanisms determining the spine phenotype 
are still unknown as well. Further, a dysregulation in parathyroid hormone concentration 
was excluded. 
In summary the present study allows an important step forward in understanding the 
physiological role of the GPR133 in mice. Follow-up studies should focus on the 
pathophysiological consequences of the described changes for the GPR133 KO mice and 
investigate if and how these results are transferable to severe human diseases. The DCM 
already provides a first link between mice and human due to the aspect that in a study with 
DCM patients a significantly lower GPR133 expression was found using RNA-Seq analysis. 
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Abbildung A22: Eichgerade zur Nullwertbestimmung der Absorptionen bei 620 nm. Untersucht wurde die 
Absorption von 20 verschieden schweren Kotproben. Als Regression wurde die Gleichung y = 0,36X + 0,05 mit 
R2 = 0,89 ermittelt. 
 
 
Abbildung A23: Methodische Darstellung der Röntgen- und CT-Untersuchung (A) Bestimmung des thorako-
zervikalen (grün) und thorako-lumbalen (hellblau) Cobb-Winkels aus Röntgen-Aufnahmen. (B-D) CT-Unter-
suchung verschiedener Parameter der Wirbelkörper. Untersucht wurde in den Lendenwirbeln L4 bis L6 die 
mittlere Gesamtfläche (B, begrenzt durch hellblau), die Fläche des Rückenmarks (B, begrenzt durch grün), die 
durchschnittliche dorsal-ventrale Ausdehnung (B, rot), der Abstand zwischen den Querfortsätzen (C, gelb) 
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Abbildung A24: Visualisierung von Caspase-Aktivität in Zellen des Nucleus pulposus. Untersucht wurden die 
Zeitpunkte 24 min, 73 min, 78 min und 86 min nach Präparationsbeginn. Pro Bandscheibenprobe sind mittels 
Fluoreszenzfarbstoff die Zellkerne (blau, links), Caspase-3/7-Aktivität (grün, Mitte) sowie die Überlagerung 
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Abbildung A25: Gαq-Signalweg am Beispiel des M3-Rezeptors in der Harnblase. Durch Carbachol (Cch) wird 
der Rezeptor aktiviert, Gαq aktiviert wiederum die Phospholipase C (PLC), welche die Spaltung des membrange-
bundenen Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphats (PIP2) in Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol 
(DAG) katalysiert. In der Folge steigt der intrazelluläre Calciumionenspiegel (Ca2+). Ca2+-Bindung an Calmodulin 
sorgt für die Aktivierung der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) und daraufhin werden die Leichtketten der 
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Abbildung A26: Expression des GPR133 im Menschen. Die Daten zeigen die Expression des GPR133 als TPM 
(transcript per million)-Wert in verschiedenen humanen Geweben. Je höher der TPM-Wert, je größer die 
Expression im Gewebe. Die Expressionsdaten stammen von GTEx Portal (https://www.gtexportal.org/home/ 
gene/ADGRD1).   
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2 ml Acrylamid/Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe, Deutschland
40 µl SDS (10 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
3 µl TEMED Bio-Rad, Hercules, CA, USA
20 µl Ammoniumperoxodisulfat (100 mg/ml) Roth, Karlsruhe, Deutschland
250 µl Sammelgelpuffer
599,5 µl Wasser
133 µl Acrylamid/Rotiphorese Gel 30 Roth, Karlsruhe, Deutschland
10 µl SDS (10 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland
1 µl TEMED Bio-Rad, Hercules, CA, USA
6,5 µl Ammoniumperoxodisulfat (100 mg/ml) Roth, Karlsruhe, Deutschland
10 % Bovines Kälberserum Gibco; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
100 U/ml PenStrep Gibco; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
100 µM Ascorbinsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
in DMEM/F12 mit L-glutamine Gibco; Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland
4 % SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland
10 % β-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
20 % Glycerol Roth, Karlsruhe, Deutschland
0,004 % Bromphenolblau Roth, Karlsruhe, Deutschland
125 mM Tris-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
in Wasser, pH 6,8
25 mM Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
190 mM Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland
0,1 % SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland
in Wasser, pH 8,3
5 mM HEPES Roth, Karlsruhe, Deutschland
in Wasser, pH 7,6
0,3 % Tween-20 Roth, Karlsruhe, Deutschland
0,1 % BSA SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
1 mM IBMX  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
pGPR133 in DMSO               synthetisiert von Dr. Sven Rothemund, Core Unit Peptid-Technologien, Med. Fakultät, Universität Leipzig
125 mM NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland
5 mM KCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
1,5 mM CaCl2 x H2O Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
0,8 mM Na2HPO4 Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
in Wasser, pH 7,4
500 mM Tris-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
in Wasser, pH 6,8
62,5 mM Tris-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
2 % SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland
0,7 % β-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
20 mM Tris-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
150 mM NaCl Roth, Karlsruhe, Deutschland
in Wasser, pH 7,6
0,1 % Tween-20 Roth, Karlsruhe, Deutschland
10 % Laufpuffer
20 % Methanol, J.B.Baker Avantor Performance Materials, Gliwice, Polen
in Wasser
Acrylamid-Trenngel
(15 %) 4 ml
Acrylamid-Sammelgel
















Tabelle A3: Primer für Genotypisierung, cDNA-Amplifikation und qPCR-Analyse. B2M = β2-Mikroglobulin, 













1,5 M Tris-HCl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
in Wasser, pH 8,8
100 U/ml Collagenase II Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
 2,5 % Trypsin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
1,3 mM CaCl2 Roth, Karlsruhe, Deutschland
1 mM MgSO4 Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Tabelle A4: Amplifikations- und Sequenzierprimer der Genkassette. bp = Basenpaare. 
 
 
Tabelle A5: Antikörper für Proteinquantifizierung in Herz und Harnblase. AK = Antikörper, MYL = Myosin-



































































Sequenzierprimer  (5' → 3')
neben M13f (GTAAAACGACGGCCAG) 
und M13r (CAGGAAACAGCTATGAC)
Amplifikationsprimer (5' → 3')
Anti MYL2 Kaninchen 1:500 polyklonal Cell Signaling (3672S) 18 kDa
Anti MYL7 Kaninchen 1:1000 polyklonal Thermo Fisher S. (PA5-30789) 19 kDa
Anti MYL9 Kaninchen 1:500 polyklonal Thermo Fisher S. (720325) 20 kDa
Anti MYL12b Kaninchen 1:500 polyklonal Abcam (ab197929) 20 kDa
Anti MYH7 Kaninchen 1:500 polyklonal Thermo Fisher S. (PA5-100023) 232 kDa
Anti Aktin Kaninchen 1:1000 polyklonal Sigma-Aldrich (A2066) 42 kDa
Anti TPM3 Kaninchen 1:1000 polyklonal Abcam (ab180813) 33 kDa
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Tabelle A6: Wurfuntersuchung aller Verpaarungen mit homozygoten Mäusen. Zu sehen sind die Wurfgrößen, 
die Dauer zwischen dem Beginn der Verpaarung und dem ersten Wurf bzw. Folgewürfen sowie der Zeitpunkt 
nachdem jede Verpaarung beendet wurde. 1 = Nachkommen wurden vermutlich von Muttertier aufgefressen. 











1. Wurf 2. Wurf 3. Wurf
21.06.2016 Totgeburt (35) Totgeburt (58) 4 (27) nach 3. Wurf
21.06.2016 3 (21) 10 (33) nach 2. Wurf
19.07.2016 4 (31) 7 (22) nach 2. Wurf
23.08.2016 6 (58) 4 (36) nach 2. Wurf
28.07.2015 5 (23) 5 (22) nach 2. Wurf
29.09.2015 Totgeburt (22) keine Angabe 
1 (55) nach 2. Wurf
21.06.2016 6 (39) 2 (24) nach 2. Wurf
13.09.2016 2 (21) 7 (21) 8 (21) nach 3. Wurf








17.11.2015 Totgeburt (89) 175
01.12.2015 133
13.09.2016 77



















Anzahl Nachkommen (Dauer zwischen Verpaarung und 1.Wurf
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Tabelle A7: Körperlängen- und Gewichtsmessung von WT- und KO-Mäusen. Untersucht wurden verschiedene 
Längenparameter und das Gewicht von sedierten Mäusen im Alter von 4 Monaten und über 11 Monaten. 




Tabelle A8: Konzentration verschiedener Parameter im Blutplasma. MW = Mittelwert, SD = Standardab-
weichung, SEM = Standardfehler, n = Anzahl, MWTEST = Mann-Whitney-U-Test. 
 
WT KO WT KO WT KO WT KO
MW 119,65 119,48 120,50 118,80 375,00 378,11 388,00 380,91
SD 4,63 4,98 6,40 4,44 6,95 13,31 58,28 57,52
SEM 1,03 1,00 3,20 1,98 2,46 4,44 13,03 12,26
n 20 25 4 5 8 9 20 22
MW 9,17 9,14 9,10 8,84 9,50 9,21 9,35 9,13
SD 0,38 0,37 0,40 0,36 0,31 0,46 0,49 0,51
SEM 0,09 0,08 0,20 0,16 0,11 0,15 0,11 0,11
n 18 20 4 5 8 9 20 22
MWTEST WT zu KO   
MW 9,26 9,10 9,25 8,86 9,44 9,16 9,48 9,39
SD 0,51 0,44 0,42 0,27 0,28 0,36 0,47 0,44
SEM 0,11 0,09 0,21 0,12 0,10 0,12 0,11 0,09
n 20 25 4 5 8 9 20 22
MWTEST WT zu KO   
MW 17,23 17,03 17,43 16,98 18,41 17,73 18,14 17,57
SD 0,79 0,84 0,75 1,17 0,65 0,95 0,62 0,99
SEM 0,19 0,19 0,38 0,52 0,23 0,32 0,14 0,21
n 18 20 4 5 8 9 20 22
MWTEST WT zu KO   
MW 8,07 7,90 8,33 8,14 8,91 8,52 8,80 8,44
SD 0,58 0,59 0,56 0,81 0,49 0,66 0,36 0,65
SEM 0,14 0,13 0,28 0,36 0,17 0,22 0,08 0,14
n 18 20 4 5 8 9 20 22
MWTEST WT zu KO   
MW 29,85 29,44 26,36 24,42 35,67 33,07 32,86 29,97
SD 4,16 3,75 3,68 3,08 3,58 4,42 7,58 6,20
SEM 0,93 0,75 1,84 1,38 1,26 1,47 1,96 1,50
n 20 25 4 5 8 9 15 17






















Alter über 11 Monate
Männchen Weibchen
     MWTEST 
MW SD SEM n MW SD SEM n WT zu KO
6,57 2,95 0,58 26 6,48 3,06 0,65 22
7,39 1,43 0,28 26 7,96 2,38 0,51 22 0,4623
0,51 0,34 0,09 14 0,43 0,12 0,03 13 0,7288
1,74 1,55 0,30 26 1,87 1,81 0,39 22 0,9587
106,94 27,43 5,38 26 100,65 25,26 5,39 22 0,5078
2,31 0,93 0,19 25 2,25 0,76 0,16 22 0,9066
12,10 26,34 5,17 26 21,17 55,49 12,11 21 0,8473
29,33 6,53 2,67 6 37,60 14,31 6,40 5 0,5180
43,97 9,12 1,79 26 44,11 6,68 1,42 22 0,7640
0,78 0,27 0,05 26 0,87 0,28 0,06 22 0,2063
8,75 2,65 0,66 16 8,40 2,23 0,60 14 0,8018
0,37 0,10 0,02 16 0,41 0,11 0,03 14 0,1121
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Tabelle A9: Corticosteronkonzentration im Kot männlicher Mäuse. Dargestellt ist die Corticosteron-
konzentration nach Normierung auf das Gewicht der Kotproben, die absolute Corticosteronkonzentration eines 
Tages gelöst in 10 ml Ethanol sowie das Gewicht der Kotproben. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, 
SEM = Standardfehler, n = Anzahl, TTEST2 = Zweistichproben-t-Test. 
 
 
Tabelle A10: Echokardiographische Untersuchung. Dargestellt ist die Herzfrequenz (HF) unter Isofluran-
Narkose, das enddiastolische (EDV) und endsystolische Volumen (ESV), die enddiastolische (EDWT) und 
endsystolische Wanddicke in anteriorer Orientierung (ESWT), die Ejektionsfraktion (EF) und die Verkürzungs-










Corticosteron- Corticosteron- Gewicht 
Geschlecht Genotyp konzentration konzentration Probe
[ng/g] [ng/10 ml] [g]
MW 8,16 39,29 49,70 1,28
männlich KO SD 0,63 8,06 11,17 0,26
SEM 0,22 2,85 3,95 0,09
n 8 8 8 8
MW 8,58 39,23 57,00 1,45
männlich WT SD 0,40 9,00 18,21 0,27
SEM 0,14 3,18 6,44 0,09
n 8 8 8 8






MW 3,88 434,44 86,95 39,99 0,61 0,84 54,24 28,12
SD 0,85 38,41 14,96 11,05 0,09 0,14 8,14 5,30
SEM 0,20 9,05 3,53 2,60 0,02 0,03 1,92 1,25
n 18 18 18 18 18 18 18 18
MW 3,75 433,18 81,11 33,06 0,70 0,94 58,71 30,92
SD 0,81 50,64 13,49 4,40 0,10 0,19 5,78 3,96
SEM 0,19 12,28 3,27 1,07 0,02 0,05 1,40 0,96
n 17 17 17 17 17 17 17 17





















- 117 - 
 
Tabelle A11: RNA-Seq-Analyse des Herzens und der Harnblase. Dargestellt sind pro Annotation und Organ die 
jeweils zehn am stärksten reguliertesten Gene zwischen WT und KO mit angegebener Signifikanz und dem 
Verhältnis. Gene mit mehrfacher Annotation sind getrennt aufgelistet. Die Annotation bezieht sich auf die 
Datenbank von Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology). 
 
Organ Annotation Symbol Name des Gens/Proteins (englische Bezeichnung)
Mmp3 matrix metallopeptidase 3 0,0050 0,4999
Gfod2 glucose-fructose oxidoreductase domain containing 2 0,0069 3,6110
Col11a1 collagen, type XI, alpha 1 0,0093 0,2891
Lama3 laminin, alpha 3 0,0107 1,5933
Angptl3 angiopoietin-like 3 0,0201 0,5191
Glg1 golgi apparatus protein 1 0,0269 1,1741
Adamts2 a disintegrin-like and metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 2 0,0277 0,6356
Ecm2 extracellular matrix protein 2, female organ and adipocyte specific 0,0332 1,5127
Ptn pleiotrophin 0,0332 1,7975
Fras1 Fraser extracellular matrix complex subunit 1 0,0346 0,3816
Abcc9 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9 0,0150 1,2606
Ryr2 ryanodine receptor 2, cardiac 0,0260 1,1358
Syne1 spectrin repeat containing, nuclear envelope 1 0,0362 1,2770
S100a1 S100 calcium binding protein A1 0,0463 1,6425
Cacna1c calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit 0,0683 1,2483
Ctnnb1 catenin (cadherin associated protein), beta 1 0,0857 1,1371
Plec plectin 0,0860 0,6519
Stk11 serine/threonine kinase 11 0,1004 0,6991
Des desmin 0,1374 0,7250
Nos1ap nitric oxide synthase 1 (neuronal) adaptor protein 0,1642 0,8117
Ablim2 actin-binding LIM protein 2 0,0096 0,5131
Abra actin-binding Rho activating protein 0,0382 1,2016
Myl9 myosin, light polypeptide 9, regulatory 0,0502 0,7109
Myl7 myosin, light polypeptide 7, regulatory 0,0997 0,3723
Tpm2 tropomyosin 2, beta 0,1004 0,5830
Synpo synaptopodin 0,1210 0,8458
Prickle4 prickle planar cell polarity protein 4 0,1225 2,7222
Ahnak AHNAK nucleoprotein (desmoyokin) 0,1488 0,7496
Hax1 HCLS1 associated X-1 0,0024 0,7414
Baiap2 brain-specific angiogenesis inhibitor 1-associated protein 2 0,0030 0,3952
Pknox2 Pbx/knotted 1 homeobox 2 0,0195 0,5994
Fblim1 filamin binding LIM protein 1 0,0268 1,3405
Zfp174 zinc finger protein 174 0,0389 0,7591
Vcam1 vascular cell adhesion molecule 1 0,0405 1,5150
Smtnl2 smoothelin-like 2 0,0408 0,6580
Jam3 junction adhesion molecule 3 0,0518 1,5956
Bmf BCL2 modifying factor 0,0624 0,5185
Cotl1 coactosin-like 1 (Dictyostelium) 0,0667 0,5680
Foxa1 forkhead box A1 0,0121 0,1933
Dll1 delta-like 1 (Drosophila) 0,0152 1,9965
Hey2 hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 2 0,0288 1,6434
Rnu3a U3A small nuclear RNA 0,0335 0,1221
Robo2 roundabout guidance receptor 2 0,0391 2,7977
Cbfa2t2 core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2, translocated to, 2 (human) 0,0396 1,6074
Tgfb1 transforming growth factor, beta 1 0,0646 0,8146
Spen SPEN homolog, transcriptional regulator (Drosophila) 0,0757 1,2583
Aak1 AP2 associated kinase 1 0,0793 1,2324

























Organ Annotation Symbol Name des Gens/Proteins (englische Bezeichnung)
Adam10 a disintegrin and metallopeptidase domain 10 0,0348 0,8207
Tgfb2 transforming growth factor, beta 2 0,0363 1,4893
Gpc6 glypican 6 0,0146 1,4871
Tgfb3 transforming growth factor, beta 3 0,0202 1,9012
Mmp16 matrix metallopeptidase 16 0,0254 0,5738
Kazald1 Kazal-type serine peptidase inhibitor domain 1 0,0258 0,5748
Emid1 EMI domain containing 1 0,0261 0,6771
Egfl6 EGF-like-domain, multiple 6 0,0268 0,3873
Cspg4 chondroitin sulfate proteoglycan 4 0,0285 1,8932
Mmp3 matrix metallopeptidase 3 0,0327 0,4713
Nid1 nidogen 1 0,0336 1,3490
Hspg2 perlecan (heparan sulfate proteoglycan 2) 0,0368 1,5483
Wnt4 wingless-type MMTV integration site family, member 4 0,0211 0,6710
Myh6 myosin, heavy polypeptide 6, cardiac muscle, alpha 0,0334 0,2508
Mybpc3 myosin binding protein C, cardiac 0,0048 0,1647
Parp2 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 2 0,0088 0,6988
Mdm2 transformed mouse 3T3 cell double minute 2 0,0100 0,7508
Sik1 salt inducible kinase 1 0,0125 0,6816
Six4 sine oculis-related homeobox 4 0,0186 0,7054
Nfatc1 nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic, calcineurin dependent 1 0,0210 1,4276
Myocd myocardin 0,0228 1,8707
Hdac6 histone deacetylase 6 0,0248 0,6709
Hopx HOP homeobox 0,0372 0,6264
Ptcd2 pentatricopeptide repeat domain 2 0,0403 0,8161
Myl2 myosin, light polypeptide 2, regulatory, cardiac, slow 0,0127 0,1877
Tmod1 tropomodulin 1 0,0301 0,4768
Arhgap32 Rho GTPase activating protein 32 0,0013 0,6250
Myh7 myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta 0,0014 0,1606
Myo1d myosin ID 0,0039 1,2119
Auts2 autism susceptibility candidate 2 0,0051 0,8303
Dmtn dematin actin binding protein 0,0060 0,4300
Dctn3 dynactin 3 0,0064 0,5528
Myl3 myosin, light polypeptide 3 0,0069 0,1453
Myl12b myosin, light chain 12B, regulatory 0,0129 0,6482
Ankrd26 ankyrin repeat domain 26 0,0129 0,7325
Tnni3 troponin I, cardiac 3 0,0136 0,3069
Aktin-Zytoskelett und Notch Llgl2 lethal giant larvae homolog 2 (Drosophila) 0,0017 0,5366
Foxc1 forkhead box C1 0,0170 0,7142
Maml2 mastermind like 2 (Drosophila) 0,0189 0,8365
Bcl6 B cell leukemia/lymphoma 6 0,0245 0,7743
Maml3 mastermind like 3 (Drosophila) 0,0325 0,8571
Pofut1 protein O-fucosyltransferase 1 0,0332 0,8394
Neurl1a neuralized E3 ubiquitin protein ligase 1A 0,0367 1,8388
Jag2 jagged 2 0,0381 0,6965
Traf7 TNF receptor-associated factor 7 0,0386 0,8148
Spen SPEN homolog, transcriptional regulator (Drosophila) 0,0417 0,8556
App amyloid beta (A4) precursor protein 0,0487 0,3545
Hey1 hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 0,0264 1,7811
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Tabelle A12: Messung der Muskelkontraktilität von Dünndarmstreifen. Dargestellt sind die Probengewichte, 
das KCl-Signal normiert auf das jeweilige Probengewicht sowie das Carbachol (Cch)-Signal normiert auf das KCl-
Signal. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, n = Anzahl, MWTEST = Mann-
Whitney-U-Test.   
 
 
Tabelle A13: Hydroxyprolingehalt in den Lendenwirbeln L3 bis L6. NMR-Untersuchung des in Kollagen 
gebundenen Hydroxyprolins unter Gewichtung auf den mitgeführten Polyoxymethylen (POM)-Standard und 
normiert auf das jeweilige Probengewicht. MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, 







Geschlecht Genotyp Probe pro Gewicht pro KCl bei
[mg] [N/g] 50 µM [%]
MW 6,49 19,79 0,34 37,58
SD 3,48 3,83 0,29 21,60
SEM 0,93 1,02 0,08 5,77
n 14 14 14 14
MW 6,50 17,85 0,21 30,85
SD 3,54 2,21 0,12 34,08
SEM 0,95 0,59 0,03 9,11
n 14 14 14 14










Geschlecht Genotyp gegen POM-Standard
pro mg Probe
MW 5,30 8,60 96,65
SD 2,03 0,78 8,76
SEM 0,83 0,32 3,58
n 6 6 6
MW 5,19 8,90 100,00
SD 2,09 1,40 15,78
SEM 0,85 0,57 6,44
n 6 6 6
MW 9,50 7,96 94,44
SD 0,21 0,71 8,41
SEM 0,08 0,25 2,97
n 8 8 8
MW 9,53 8,43 100,00
SD 0,25 0,85 10,04
SEM 0,10 0,35 4,10
n 6 6 6
TTEST2 männlich KO zu WT   0,6588
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Tabelle A14: Untersuchung der Kraft-Frequenz-Beziehung im Unterschenkelmuskel und im Zwerchfell. Bei 
den dargestellten Messwerten handelt es sich um die gemessene Kraftreaktion auf verschiedene Stimuli in 
Bezug auf die Länge und das Gewicht der untersuchten Muskelproben. MW = Mittelwert, SD = Standard-




Maximale Spezifische Kraft Gewicht
Organ Genotyp Kraft 1 Hz 15 Hz 30 Hz 50 Hz 80 Hz 120 Hz 150 Hz 300 Hz Probe
[N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [N/cm2] [mg]
MW 3,54 23,75 4,25 15,00 19,97 22,18 23,45 23,73 23,63 22,93 7,95
SD 0,33 3,15 0,81 2,15 2,51 2,78 3,02 3,15 3,23 3,23 1,46
SEM 0,11 1,00 0,26 0,68 0,79 0,88 0,96 1,00 1,02 1,02 0,46
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
MW 3,50 23,85 4,38 15,08 19,99 22,25 23,50 23,80 23,63 23,13 7,63
SD 0,30 4,72 2,10 4,12 4,21 4,29 4,50 4,65 4,76 4,96 1,77
SEM 0,09 1,49 0,66 1,30 1,33 1,36 1,42 1,47 1,51 1,57 0,56
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
TTEST2 männlich KO zu WT   0,9540 0,3612 0,9576 0,9907 0,9667 0,9756 0,9715 0,9979 0,9172 0,6625
MW 3,54 19,82 5,77 13,59 16,89 18,80 19,70 19,69 19,59 18,86 3,29
SD 0,33 2,64 0,87 1,89 2,24 2,51 2,69 2,48 2,45 2,78 0,42
SEM 0,11 0,83 0,28 0,60 0,71 0,79 0,85 0,78 0,78 0,88 0,13
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
MW 3,50 20,89 5,81 14,34 17,91 19,81 20,76 20,83 20,80 19,80 3,45
SD 0,30 2,59 0,53 1,43 1,97 2,25 2,49 2,61 2,58 2,60 0,34
SEM 0,09 0,82 0,17 0,45 0,62 0,71 0,79 0,82 0,82 0,82 0,11
n 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
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